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1.1. Problemática de la resistencia antibiótica  
 Según datos publicados por el C.D.C. hay en EEUU 90.000 muertes por año debidas 
a infecciones intrahospitalarias, 40.000 muertes por año debidas a cáncer de mama y 17.000 
muertes al año debidas a HIV/ SIDA, lo cual muestra la importancia que poseen las 
infecciones intrahospitalarias. 
 Las bacterias son la forma de vida más antigua conocida en el planeta y han 
evolucionado de manera ininterrumpida. Se consideraba que lo hacían por un mecanismo 
de evolución clásica, donde las mutaciones jugaban un rol importante. Pero en los últimos 
años se habla de evolución moderna, donde no sólo entran en juego las mutaciones como 
un mecanismo genético importante para evolucionar y hacer a las bacterias resistentes a los 
antimicrobianos, sino que además se han puesto en evidencia otros mecanismos como la 
Transferencia Horizontal Genética (THG), el cual es un mecanismo complejo, 
multifactorial, e importante en la evolución de distintos organismos. 
 
1.2. Integrón 
1.2.a) Reseña histórica  
 Al poco tiempo de la introducción de la terapia antibiótica en 1950, para el 
tratamiento de enfermedades infecciosas en humanos, se inició la presión de 
antimicrobianos en la comunidad, específicamente en los hospitales, que llevó a seleccionar 
eventos asociados a mutaciones puntuales, y en menor grado al desarrollo de novo de 
resistencias; pero el mayor motivo se debió, como se mencionó anteriormente, a que los 
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microorganismos adquirieron la resistencia a partir de la THG y se comenzó a hablar de 
una herencia extra cromosómica. Se encontró entonces, que varios aislamientos 
correspondientes a bacterias patógenas habían desarrollado resistencia a la mayoría de los 
antibióticos utilizados en la clínica (Liebert, C.A. y col., 1999). Más aún, cada aislamiento 
demostró ser resistente a más de una familia de antibióticos creándose una nomenclatura 
para este tipo de organismos, bacterias multirresistentes. Esta resistencia a los 
antimicrobianos es el mejor ejemplo del proceso de presión-selección y adaptación 
genómica y fenotípica basada en la THG, ya que aproximadamente el 80% de las 
resistencias son debidas a la THG. 
 En 1970, se determinó que la adquisición de diferentes genes que subministraban a 
la bacteria nuevos mecanismos para una mejor adaptación a diversos ambientes, estaba 
mediada por diferentes elementos móviles como plásmidos (conjugativos y movilizables), 
transposones y secuencias de inserción capaces de transferir su material de un organismo a 
otro mediante mecanismos como conjugación, transformación y transducción de genes, 
siendo estos los mecanismos más conocidos de THG en las bacterias. Mientras que los 
plásmidos participan en la diseminación de la resistencia antibiótica a nivel celular, los 
transposones promueven el intercambio a nivel molecular. De esta manera, se comenzó a 
asociar a la multirresistencia antibiótica con la THG. Pero recién para 1980, se comenzó a 
estudiar que había una única estructura o plataforma que se construía intercambiando 
bloques de genes de resistencia y así se publicaron numerosos trabajos de distintos grupos 
de Australia, Suecia y Canadá que caracterizaron a aquellos elementos genéticos asociados 
a la adquisición y pérdida de genes, los que fueron identificados como integrones (Stokes, 
H. W. y Hall, R. M., 1989). Se postula que éstos comenzaron a contribuir con la dispersión 
de la multirresistencia hacia el año 1950 como lo indica el involucramiento del transposón 
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Tn21, un transposón que contiene un integrón de clase 1 (Liebert y col., 1999). Estudios 
con enzimas de restricción y técnicas de hibridación y el desarrollo de la técnica de 
secuenciación del ADN evidenciaron que diferentes genes de resistencia a antibióticos se 
encontraban en la misma ubicación en plásmidos relacionados, o en transposones y mostró 
que muchos de los genes de resistencia en bacterias gram-negativas se encontraban en un 
contexto genético similar (Ward y Grinsted, 1982). De esta forma, se descubrió un nuevo 
sistema de recombinación sitio-específica, totalmente independiente de la proteína RecA, 
encargada de los eventos de recombinación homóloga (Collis C.M y col., 1993). 
 
1.2.b) Definición de Integrón 
 La definición actual de integrón es aquella formulada por Hall y Collis en el año 
1995, en la cual se define al integrón como un elemento que contiene los determinantes 
genéticos para mediar la recombinación sitio-específica, siendo capaz de reconocer y 
capturar genes cassettes móviles. La estructura básica de un integrón consta de un gen que 
codifica para la integrasa (intI), un sitio de recombinación (attI) y un promotor que permite 
la expresión del o los genes cassettes que sean incorporados en forma consecutiva río abajo 
del gen de la integrasa (Hall y Collis, 1995) (Figura 1.2b.a). 
 
 
Figura 1.2b.a. Estructura general del integrón: intI, gen que codifica para la integrasa; attI, 
sitio de recombinación; Pint, promotor que permite la expresión del gen de la integrasa y 
Pant promotor que permitirá la expresión del o de los cassettes que sean incorporados en la 
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 Los genes cassettes están formados por una secuencia codificante, seguida en el 
extremo 3´ por un sitio de recombinación denominado attC o elemento de 59 bases (59-be) 
(Hall y col., 1991; Collis y Hall, 1992 a y b; Hall y Collis, 1995). 
 La integrasa codificada dentro de la estructura del integrón cataliza la 
recombinación sitio-específica RecA independiente entre el sitio attC de los genes cassettes 
y el sitio attI, de manera tal que las bacterias portadoras de integrones tienen la posibilidad 
de capturar y expresar genes encontrados en el citoplasma bacteriano bajo la forma de 
genes cassettes (Recchia y Hall 1995; Mazel, 2006). Por tanto pueden incorporar de esta 
manera un nuevo determinante de resistencia a antibióticos, o de resistencia a metales 
pesados, o de patogenicidad, o una nueva función metabólica, o una enzima de restricción, 
etc.; lo cual les brinda la posibilidad de poseer una mejor adaptación al medio ambiente 
donde se desarrollan (Partridge y col., 2009). 
 Los integrones fueron descriptos por primera vez en aislamientos clínicos como 
pequeños arreglos de genes de resistencia a antibióticos. Posteriormente, se reportaron en el 
cromosoma de bacterias ambientales (Rowe-Magnus y col., 1999), y hoy en día se sabe que 
se encuentran ampliamente distribuidos en los diferentes géneros bacterianos y nichos 
ecológicos (Boucher y col., 2007). Se puede agrupar a los integrones con fines didácticos 
en dos grandes grupos: i) aquellos que se encuentran asociados a elementos móviles, los 
cuales en general están involucrados en la diseminación de la multirresistencia a 
antibióticos y ii) los hallados en el cromosoma de diferentes especies bacterianas, 
generalmente no patógenas y no asociadas a la multirresistencia antibiótica (Mazel, 2006).  
 Los integrones no son elementos móviles per se, sin embargo los genes cassettes 
incorporados en su estructura sí lo son, ya que tienen la capacidad de movilizarse de una 
región del genoma bacteriano a otra. Hasta la fecha, al menos cinco clases de integrones 
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asociados a elementos móviles han sido documentados. Esta clasificación se basa en la 
secuencia nucleotídica de la integrasa que codifican (Mazel, 2006). Muy brevemente se 
detallarán a continuación las diferentes clases. 
i) Los integrones de clase 1 están asociados con transposones, defectivos o no, 
derivados del Tn402, que pueden estar embebidos en otros transposones más grandes, como 
es el caso del Tn21 (Radstrom y col., 1994; Brown y col., 1996). 
ii) Los integrones de clase 2 se encuentran, en la mayoría de los casos, asociados 
al transposón Tn7 y derivados (Sundstrom y col., 1991; Radstrom y col., 1994). 
iii) Los integrones de clase 3 se piensa que están localizados en transposones 
(Collis y col. 2002), los cuales están a su vez dentro de plásmidos aún no caracterizados, y 
han sido escasamente reportados (Arakawa y col., 1995; Shibata y col., 2003). 
iv) Las otras dos clases de integrones, de clase 4 y de clase 5, han sido identificadas 
debido a su contribución en la resistencia a trimetroprima en especies de Vibrio spp.. 
 
1.2.c) Integrón de clase 1 
 Los integrones de clase 1 son los más dispersos en los aislamientos clínicos de 
bacterias gram-negativas multirresistentes y están formados por una región denominada 5’ 
conservada (5’-CS), compuesta por el gen de la integrasa de tipo 1 intI1 (con su respectivo 
promotor), el sitio de recombinación attI1 y el promotor Pant (Leverstein-van Hall y col., 
2003; Hall y Collis 1995). En el extremo exterior del gen de la integrasa se encuentra una 
secuencia de 25 pares de bases, denominada IRi; dicha secuencia es una repetición 
invertida de otra secuencia localizada río abajo de los genes insertados en el attI1, llamada 
IRt. Tanto IRi como IRt son sitios de reconocimiento para la transposición mediada por los 
transposones del tipo Tn402, de esta forma, se facilita el movimiento de la unidad móvil, en 
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la cual se encuentra inmerso el integrón de clase 1 (Figura 1.2c.a) (Kholodii y col., 1995; 




Figura 1.2c.a. Esquema del integrón de clase 1 In2. En otros integrones de clase 1 
pueden aparecer otros cassettes en la zona variable, y otras secuencias de inserción, en 
diferentes localizaciones. 
 
 La zona en la cual se encuentran los genes cassettes se denomina zona variable 
(VR), y puede contener desde ningún hasta 8 genes cassettes (Bissonnette y col., 1992; 
Naas y col., 2001). Esta región se encuentra río abajo del sitio de recombinación attI1. 
 En los primeros estudios de los integrones de clase 1, se definía una región 3´ conservada 
(3´-CS), conteniendo tres marcos de lectura abierta (qacE∆1, sul1 y orf5), localizada río 
abajo de los diferentes arreglos de genes cassettes presentes en la zona variable del integrón 
(Levesque y col., 1994; Stokes y col., 1997). El gen qacE codifica para una proteína de 
membrana que da resistencia a amonios cuaternarios (antisépticos y desinfectantes) (Rouch 














Zona 5´CS Zona variable Zona 3´CS Modulo del tni 
incompleto 
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confiere solo una resistencia marginal (Paulsen y col., 1993); sul1 codifica para una 
proteína que confiere resistencia a las sulfonamidas (Swedberg y col., 1987); mientras que 
la función del producto que codifica el marco de lectura abierta orf5 no ha sido aún 
dilucidada. 
 Sin embargo, estudios más recientes revelaron que, pese a que la mayoría de los 
integrones de clase 1 poseen la región 3´CS, existen muchos que, o bien poseen una región 
3´CS de largo variable, pudiendo aparecer otros marcos de lectura abierta río abajo del orf5, 
como también la región 3´CS puede estar invadida por secuencias de inserción, o bien esta 
región 3´CS puede ausentarse por completo, como es el caso del Tn402 (Hall y col., 1994; 
Brown y col., 1996; Post y col., 2007). 
 Diferentes estudios realizados relacionados a la búsqueda de integrones de clase 1 
han evidenciado la presencia de integrones en aproximadamente el 60-70% de los 
aislamientos multirresistentes, exponiendo la relación entre la multirresistencia y la 
presencia de integrones de clase 1 (Martinez-Freijo y col., 1998; Fluit y Schmitz, 1999; van 
Belkum y col., 2001; Nemec y col., 2004; Peng y col., 2007).  
 
1.2.d) Genes cassettes 
 Los genes cassettes, como anteriormente ha sido mencionado, consisten en una 
secuencia codificante (orf), la cual en la mayoría de los casos no posee promotor propio, 
seguida de una secuencia repetida denominada sitio attC (antes denominado elemento 59-
be). La función de los sitios attCs es proveer al gen cassette del sitio de recombinación para 
lograr la escisión o la integración del mismo en el genoma bacteriano. La integrasa 
reconoce estas estructuras (attC) y cataliza los procesos de recombinación sitio-específicos, 
ya sea integración o escisión entre attI x attC (evento más frecuente) o entre attC x attC 
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(Martínez y De la Cruz 1990; Hall y col., 1991; Stokes y col., 1997). Los attCs, no solo 
poseen un largo variable desde 57 a 141 pares de bases (Recchia y col., 1995), sino que 
también poseen una secuencia que varía de un attC a otro, quedando restringida la similitud 
nucleotídica hacia los extremos de dicha estructura. Las secuencias conservadas se 
denominan inverse core site (ICS), dicho sitio está formado por la secuencia 5´ RYYYAAC 
3´ (R: purina, Y: pirimidina) también conocido como 1L y core site (CS) formado por la 
secuencia 5´GTTRRRY 3´ y también denominado 1R, siendo el punto de recombinación 
entre la G y T de esta última secuencia (Stokes y col., 1997; Collis y col., 1998). Se postula 
que los genes cassettes se encontrarían disueltos en el citoplasma bacteriano bajo una forma 
circular simple cadena de ADN (Collis y Hall, 1992) o bien formando parte de la estructura 
del integrón, en forma lineal y doble cadena. 
 Hasta la fecha hay descriptos más de 100 genes cassettes, de los cuales el 90% de 
ellos corresponde a genes cassettes de resistencia antimicrobiana, abarcando casi todas las 
familias de antibióticos disponibles en la clínica (Mazel y Davies, 1998; Fluit y Schmitz 
1999; Ploy y col., 2000; Orman B. Tesis doctoral 2007). También han sido descriptos genes 
cassettes involucrados en patogenicidad (Ogawa y Takeda 1993), enzimas metabólicas 
(Barker y Manning 1997; Rowe Magnus y Mazel, 2001), enzimas de restricción (Rowe-
Magnus y Mazel 2001; Vaisvila y col., 2001) y de varios de ellos no ha sido aún dilucidada 
su función (Centrón y Roy 2002; Peters y col., 2001). 
 
1.2.e) Integrasas 
 Existen dos familias de recombinasas sitio-específicas basadas en su secuencia 
aminoacídica y residuos catalíticos: las tirosina-recombinasas y las serina-recombinasas 
(Esposito y Scocca 1997; Nunes-Duby y col,. 1998, Smith y Thorpe, 2002). 
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 Las integrasas procarióticas asociadas a la resistencia a antibióticos pertenecen al 
grupo de las tirosina-recombinasas. Estas poseen varios residuos y motivos conservados 
involucrados activamente en el proceso de recombinación o en el plegado de la proteína 
(Esposito y Scocca 1997; Hansson y col., 1997; Messier y col., 2001). 
 Un alineamiento de las secuencias proteicas de integrasas de integrones (IntI) junto 
con otras tirosina-recombinasas reveló que las primeras poseen, no sólo todas las regiones 
conservadas con sus respectivos roles (Gravel y col., 1998), sino que también un dominio 
adicional conservado de aproximadamente 35 residuos. En algunas de las IntIs, entre ellas 
la integrasa de tipo 1, existe una secuencia altamente conservada dentro del dominio 
adicional, la cual se encuentra formada por los aminoácidos alanina, leucina, glutamato y 
arginina, ALER, la cual pareciera estar involucrada en la estabilización y posicionamiento 
del sitio activo o en la interacción con los cassettes a ser insertados (Nield y col., 2001). 
Las diferentes tipos de IntIs poseen entre sí una similitud, en cuanto a su secuencia 
proteica, que va desde un 41 a un 57%, mientras que la similitud con el resto de las tirosina- 
recombinasas es menos de un 25% (Nunes-Duby y col., 1998). 
 Como ha sido comentado con anterioridad, las integrasas forman parte de la 
estructura del integrón y suelen encontrarse asociadas a genes cassettes. Sin embargo, 
varias integrasas han sido halladas solas en los genomas bacterianos (Nield y col., 2001; 
Nemergut y col., 2004; Boucher y col., 2007). Así como los genes cassettes están asociados 
al sitio de recombinación attC, cada integrasa está asociada con un sitio único de 
reconocimiento y unión, denominado attI, el cual está involucrado en la recombinación 
sitio-específica. Este sitio attI difiere en la estructura y el tamaño con sus homólogos 
reconocidos por otras tirosina-recombinasas (Grindley y col., 2006). Por esta razón, se 
sugirió que los sitios de recombinación attI son específicos para las integrasas bacterianas. 
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1.2.f) Integrones clase 1 complejos 
 Los integrones complejos, son una versión extendida de los integrones de clase 1. 
Están formados por una región 5´CS donde se encuentra el gen de la integrasa de tipo 1, el 
sitio attI1 y los promotores, una región variable (VR-1), seguido de una primer región 3´CS 
(3´CS1), luego una región común (CR) con el gen de la recombinasa sitio específica orf513 
o ISCR1, seguido por una segunda región variable (VR-2) donde se localizan los genes de 
resistencia a antimicrobianos tales como blaCTX–M-2  y una duplicación parcial de la región 
3´CS (3´CS2) (Toleman y col., 2006). 
 
1.2.g) Epidemiología de los integrones  
 Los integrones se encuentran ampliamente distribuidos en las bacterias gram-
negativas tanto clínicas como ambientales, en especial, en los diferentes géneros de la 
familia Enterobacteriaceae (White y col., 2001), en la familia Pseudomonaceae (Vaisvila y 
col., 2001; Coleman y Holmes 2005; Yu y col., 2006; Gu y col., 2007), en algunos 
miembros de la familia Vibrionaceae (Heidelberg y col., 2000), en diversos aislamientos de 
Acinetobacter baumannii (Segal y Elisha 1997; Seward 1999; Gu y col., 2007), en 
aislamientos de Aeromonas spp. (Chang y col., 2007; Neuwirth y col., 2007), en 
Xanthomonas spp. (Rowe-Magnus y col., 1999; Gillings y col., 2005), en aislamientos de 
Shewanella oneidensis (Drouin y col., 2002), Nitrosomonas europea (León y Roy 2003) y 
en Treponema denticola (Coleman y col., 2004).  
 Además, los integrones no están restringidos a bacterias gram-negativas ya que 
varios fueron descriptos en bacterias gram-positivas, como ser Corynebacterium 
glutamicum, Mycobacterium fortuitum (Martín y col., 1990; Nesvera y col,. 1998) y 
Staphylococcus aureus (Xu y col., 2007). 
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1.2.h) Movilización de los integrones  
 Los integrones per se no son elementos móviles. La estrategia genética que han 
encontrado para movilizarse a diferentes zonas del genoma bacteriano o de una bacteria a 
otra contribuyendo así en mucho a la diseminación de la resistencia a antibióticos entre 
otros factores, es asociarse a: 1) transposones, principalmente asociados a las familias de 
los Tn: Tn21, Tn402, Tn1403, Tn1464, Tn1469, Tn1412, Tn2424, Tn7 y Tn2000; 2) o a 
Secuencias de inserción (IS) como ser las IS26, IS1999, IS2000, IS6100, IS1326, IS1353, 
ISCR1 entre otras (Recchia y Hall 1997; Naas y col., 1998; Pitout y col., 1998; Preston y 
col., 1999; Partridge y col., 2001; Arduino y col., 2003; Quiroga y col., 2007); 3) y/o 
plásmidos, la mayoría de los cuales son conjugativos o mobilizables por ejemplo R388, 
R751, R483, pRSB105, pSa, R46, pVS1, pACM1 (Simonsen y col., 1983;Hirsch y col., 









Figura 1.2h.a. Localización celular de los integrones y genes cassettes asociados a 
transposones y plásmidos, lo que permite la dispersión de dicho elemento. (Figura 
tomada de tesis doctoral de Ma. Soledad Ramírez). 
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Tn7 orfXaadA1dfrA1 sat1 E ABCDintI2
Tn402 qacEdfrB3 orfD tniR tniAtniBtniQintI1
In0 IS1326 tniAtniBΔ1intI1 qacEΔ1 sulI orf5
In2 IS1326 tniAtniBΔ1intI1 qacEΔ1 sulI orf5aadA1 IS1353
In31 tniAtniBΔ1intI1 qacEΔ1 sulI orf5orfN qacGcatB6blaImp accA4
ΔIn4 IS6100intI1 qacEΔ1 sulI orf5aadA2 clmA1orfDaccA1
 
Figura 1.2h.b. Integrones de clase 1 y clase 2, y su asociación a transposones y secuencias 
de inserción. (Figura tomada de tesis doctoral de Ma. Soledad Ramírez). 
 
1.3. Transposones 
 Se denomina transposición al evento genético de recombinación no homóloga en el 
cual hay ruptura de enlaces y formación de enlaces fosfodiéster (Kleckner 1981; Craig 
1996), como consecuencia de lo cual, una secuencia de ADN (transposón) es 
movilizada/copiada de un sitio a otro, generalmente no relacionado, ya sea en la misma 
molécula de ADN o en otra molécula. 
 Los transposones (Tn) son elementos genéticos móviles. Estos codifican para una 
proteína o complejo proteico denominado transposasa, encargado de mediar la 
transposición. Los mismos poseen en sus extremos pequeñas secuencias repetitivas 
invertidas denominadas IR, las cuales en la mayoría de los casos son idénticas o casi 
idénticas entre sí, siendo éstas las secuencias reconocidas por la transposasa para mediar la 
transposición (Craig, 1996). 
 Los Tn se encuentran muy distribuidos entre las diferentes especies bacterianas, 
siendo los responsables de la mayoría de los arreglos de ADN observados en el ADN 
bacteriano. El sitio blanco de un Tn, es la secuencia nucleotídica reconocida por la 
transposasa que corresponde al lugar de inserción del Tn. Los diferentes Tn difieren en el 
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nivel de selectividad hacia el sitio blanco respectivo. Algunos Tn, por ejemplo el 
transposón Tn5, se insertan en diversos lugares, en contraste con el transposón Tn402, el 
cual posee un mecanismo de inserción sitio-específico el cual lo moviliza a un sitio único 
dentro del cromosoma bacteriano, los denominados sitios res (Minakhina y col. 1999).  
 Además, los Tn poseen diferentes funciones, así es como algunos sólo poseen la 
capacidad de mover un segmento de ADN de un lugar a otro, mientras que otros movilizan 
genes que confieren alguna función adaptativa a la célula hospedadora del mismo (por ej, 
resistencia antibiótica). Diversas clasificaciones han sido utilizadas para hacer referencia a 
los distintos Tn, algunas los clasifican de acuerdo a la estructura, otros de acuerdo a la 
función, etc. Así por ejemplo se los puede dividir en tres grupos: Los Tn del grupo I, Tn del 
grupo II y los Tn del grupo III. Dentro de los Tn del grupo II o no compuestos, estos poseen 
una estructura más compleja que los elementos descriptos anteriormente. No se encuentran 
flanqueados por elementos ISs, estos son de mucha importancia en la clínica, ya que son 
extremadamente eficientes en la diseminación de genes relacionados son la resistencia a 
antibióticos, metales pesados y a determinantes de patogenicidad. Poseen un gen que 
codifica para la transposasa (tnp) y uno que codifica para una recombinasa sitio específica 
llamada resolvasa (tnpR) (Liebert y col., 1999). Este grupo ha sido dividido en dos 
subgrupos:1) subgrupo Tn3 y 2) subgrupo Tn21. Como ejemplos del segundo grupo 
encontramos al Tn21 (20 kb). La importancia de éste elemento, radica en su capacidad para 
favorecer la diseminación de la resistencia antibiótica  múltiple. La mayoría de los 
integrones de clase 1, documentados hasta la fecha, mantienen alguna característica de su 
asociación con los Tn21 y Tn402. 
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1.4. Proteus mirabilis 
 Se mencionó en párrafos anteriores que los integrones están ampliamente 
distribuidos en aislamientos clínicos, especialmente en la familia Enterobacteriaceae la 
cual es un grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas y uno de los de mayor 
importancia médica. Dentro de esta familia se encuentra la Tribu Proteae a la que pertenece 
el género y especie Proteus mirabilis (P. mirabilis). 
 
1.4.a) Propiedades generales. Epidemiología 
 Los miembros de la familia de las enterobacterias se encuentran ampliamente 
distribuidos en la tierra y en las plantas y son colonos normales del tracto intestinal de los 
seres humanos y los animales (Mandell 4º ed). 
 Estas bacterias explican aproximadamente el 80% de los aislamientos importantes 
de bacterias Gram negativas en el laboratorio clínico y alrededor del 50% de todos los 
clínicamente importantes. Estos microorganismos no se encuentran normalmente fuera del 
tracto gastrointestinal pero constituyen una causa muy importante de infecciones fuera de 
él. Por lo que los individuos con alteración de las barreras anatómicas normales contra la 
colonización y/o los pacientes hospitalizados, debidos a distintos tipos de estrés, son 
particularmente susceptibles a las colonización e infección por enterobacterias, lo que a 
menudo conduce a infecciones urinarias, neumonía, septicemia, meningitis, formación de 
abscesos, infecciones óseas y articulares, etc. De este modo estos microorganismos se 
encuentran entre las causas principales de infección intrahospitalaria (IIH) (Mandell 4º ed). 
Se ha calculado que alrededor de un tercio de los aislamientos en septicemias, dos tercios 
de los aislamientos de las infecciones gastriointestinales bacterianas y un 75% de las del 
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tracto urinario son causadas por enterobacterias (Mandell 4º ed.; Schaberg, D.R. y col., 
1991). Según datos de la red Whonet de Argentina (http://whonet.org/DNN/) (en el período 
comprendido entre enero-junio del 2007) de 55.685 aislamientos bacterianos totales, 6919 
fueron microorganismos provenientes de IIH y de estos 42% son enterobacterias, entre las 
cuales, también existe una tendencia perturbadora a la recuperación de más especies 
resistentes a los antimicrobianos. 
 
1.4.b) El género Proteus 
 La taxonomía de la Tribu Proteae es una fascinante historia que está inmersa en la 
historia de la evolución de la ciencia microbiológica. Las especies dentro de este género 
que son comúnmente aisladas en laboratorios clínicos, no son consideradas patógenos per 
se, a diferencia de algunos otros miembros de la Familia Enterobacteriaceae. 
 Como otros patógenos oportunistas, el género Proteus también pueden causar 
morbi-mortalidad y puede ser capaz de causar enfermedades infecciosas de importancia en 
el ser humano. Su presencia en fluidos corporales naturalmente estériles y en algunas 
lesiones profundas o superficiales podría conducir a la sospecha de su rol etiológico. Si 
bien sus patrones de sensibilidad pueden ser considerados anticipadamente y muchos de 
estos microorganismos son fácilmente tratados, algunos problemas se han incrementado 
con el advenimiento de nuevos antimicrobianos de más amplio espectro que generan un 
ambiente favorable para la selección de cepas resistentes (O´Hara C. y col., 2000). El 
género Proteus descripto por primera vez por Hauser, actualmente consiste en 5 especies 
denominadas: P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. myxofaciens y P. hauseri y tres 
genoespecies sin denominación: Proteus genoespecies 4, 5 y 6 (O´hara C. y col., 2000). 
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1.4.c) Diferenciación fenotípica 
 El género Proteus incluye bacilos Gram negativos (BGN) fermentadores de glucosa, 
lactosa negativos, móviles y que producen fenilalanina deaminasa. Existen varias especies 
del género Proteus, pero P. mirabilis y P. vulgaris dan cuenta o explican la vasta mayoría 
de los aislamientos clínicos de éste género. Ambos producen ureasa y P.vulgaris además es 
indol positivo. Miembros de éste género también producen sulfuro de hidrógeno (SH2) 
(Koneman y col Diagnostic Microbiology Fifth editon). Estas bacterias tienen una 
movilidad característica que les da capacidad de “swarming” que los diferencia de las 
enterobacterias típicas, expresando fimbrias y miles de flagelos que translocan rápidamente 
a través de la superficie de la placa de agar. De hecho el nombre “Proteus” fue elegido por 
un personaje de la Odisea de Homero, quien era capaz de cambiar de forma (Mandell 6º 
ed.; O´hara C. y col., 2000). 
 
1.4.d) Importancia clínica 
 La mayoría de las infecciones por Proteus spp. se deben a P. mirabilis. Hasta un 
10% de todas las infecciones no complicadas de las vías urinarias son causadas por esta 
especie. Proteus spp representa aproximadamente el 3 % en las infecciones nosocomiales 
(datos de la red WHONET 2007: http://whonet.org/DNN/) pudiendo causar infecciones de 
heridas, neumonía, empiema, bacteriemia y septicemia, meningoencefalitis neonatal y 
osteomielitis en pacientes con inmuno compromiso o enfermedades de base debilitantes 
como diabetes. En el hospital general de agudos Dr. Ignacio Pirovano de la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires (Argentina) durante el período 2000-2005, P. mirabilis se 
encontró entre los diez primeros microorganismos más frecuentemente aislados en IIH 
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variando según el servicio de internación entre 3,61% y 4,92% del total de los aislamientos 
bacterianos, no sólo entre las enterobacterias (Turina, M. A., 2007). Como sucede con 
muchas infecciones oportunistas, el reservorio para muchas IIH por P. mirabilis resistentes 
a antimicrobianos es el tracto gastrointestinal de los pacientes (Mandell 4º ed). 
 El género Proteus se ubica entre el segundo y el tercer lugar, detrás de E.coli como 
causa de infecciones urinarias no complicadas, pielonefritis y prostatitis y ocasionalmente 
en huéspedes normales. También es aislado de hemocultivos, debido a bacteriemias 
secundarias a infecciones complicadas del tracto urinario, frecuentemente asociados a 
catéteres urinarios.  
 La patogénesis de las infecciones urinarias causadas por P. mirabilis ha recibido 
considerable atención. Estos microorganismos pueden producir varios tipos de pili, el más 
importante de los cuales es conocido como fimbria MR/P. Se ha demostrado en modelos 
murinos que la fimbria MR/P contribuye a la colonización de la vejiga. La habilidad de P. 
mirabilis de producir una potente ureasa ha sido confirmada como un factor de virulencia 
en este modelo murino de infección urinaria contribuyendo tanto a la colonización como a 
la formación de cálculos. De hecho, la enzima forma CO2 y amonio al hidrolizar urea y 
alcaliniza la orina, lo cual conduce a la precipitación de estruvita y formación de cálculos y 
obstrucción de catéteres urinarios (Mandell 4º ed). Los cálculos urinarios sirven como 
cuerpos extraños en los cuales las bacterias son embebidas y de los cuales ellas emergen 
para causar infecciones recurrentes. Estas propiedades tienden a convertir a las infecciones 
causadas por P. mirabilis en crónicas y destructivas del parénquima renal. También se ha 
observado que la ureasa contribuye directamente a la toxicidad tubular renal, al elevar el 
pH urinario. Proteus spp. uropatógeno también sintetiza varias hemolisinas diferentes que 
pueden desempeñar un papel en la virulencia (Mandell 4º ed). 
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 El tratamiento de infecciones causadas por P. mirabilis es generalmente sencillo 
porque la mayoría de las cepas son susceptibles a la mayoría de los antimicrobianos 
comúnmente utilizados excepto a tetraciclina, pero se han aislado cepas multirresistentes 
con cierta frecuencia (O’Hara CM y col., 2000). 
 
1.4.e) Sensibilidad antimicrobiana 
 Como se ha mencionando, el patrón de infecciones con amenaza o riesgo de vida ha 
ido cambiando a lo largo del tiempo con las prácticas clínicas y la utilización de 
antimicrobianos. En los años recientes las infecciones causadas por BGN multiresistentes 
han sido crecientemente reconocidas como una importante causa de morbilidad y 
mortalidad entre los pacientes hospitalizados (Daikos, G.L. y col., 2007). 
 La utilización indiscriminada de antimicrobianos, contribuyó a seleccionar eventos 
asociados con mutaciones en el DNA cromosómico y en menor grado al desarrollo de 
resistencias de novo, pero el mayor impacto fue a través de la adquisición de genes de 
resistencia llevados por plásmidos o transposones. Y se conoce que una sustancial 
proporción de estos genes de resistencia, en BGN, son empaquetados como unidades 
móviles, discretas, pequeñas dentro de estructuras de DNA llamadas integrones. Estas 
estructuras genéticas operan en general como un sistema de captura de genes y proveen un 
poderoso mecanismo para la adquisición y diseminación de genes de resistencia a los 
antimicrobianos (Daikos, G.L. y col., 2007). 
 Resistencia natural: Al igual que todos los integrantes de la Tribu Proteae, P. 
mirabilis presenta resitencia intrínseca a nitrofuranos y polimixinas. La resistencia a 
tetraciclinas es otra característica de las especies de Proteus, pero es generalmente sensible 
a amino y ureido penicilinas (ampicilina, amoxicilina y piperacilina), cefalosporinas 
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(cefazolina, cefoxitina, cefuroxima, cefotaxima, cefatzidima y cefepime) aminoglucósidos 
(amikacina, gentamicina y tobramicina), carbapenemes (imipenem y meropenem) 
ciprofloxacina y trimetroprima (O’Hara C. M. y col., 2000).  
 P. mirabilis es dentro de la familia Enterobacteriaceae, el más sensible a los 
antibióticos beta lactámicos, probablemente por la gran permeabilidad de su membrana 
externa. 
 La producción de β –lactamasas cromosómicas es prácticamente indetectable. Por 
ello las cepas salvajes de P. mirabilis se presentan con sensibilidad incluso a Ampicilina, a 
diferencia de las cepas salvajes de otras especies del género Proteus que presentan 
generalmente resistencia natural a este agente. 
 La resistencia a los beta-lactámicos que presentan los miembros de P. mirabilis es 
casi siempre debida a la adquisición de distintas clases de enzimas plasmídicas (Fariñas M. 
C. y Martinez Martinez L.,2013; Nakako y col., 2012). En 1998 Bret y col describió un 
aislamiento clínico inusual con alto nivel de resistencia a las penicilinas, cefotaxima, 
ceftazidima y cefoxitina, no reversible por ácido clavulánico, mediada por AMP-C 
cromosómico (CMY-3) (Bret L. y col., 1998). 
 Resistencia adquirida: Según datos reportados por la red WHONET de Argentina, 
(http://whonet.org/DNN/), el 45% de los aislamientos recolectados durante el período 1997-
2000 presentó resistencia adquirida a ampicilina (n=42189), de los que un 75% provenía de 
orina, 8% de sangre, 3.3% de tracto respiratorio, 2.7% de sangre y 11% de otros sitios 
anatómicos). La combinación de ampicilina con inhibidores de β–lactamasas (AMS) 
mejoró la actividad, bajando los niveles de resistencia a un poco más de la mitad de los 
obtenidos para ampicilina. 
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 Las cefalosporinas de primera generación mostraron niveles de resistencia 
comparables a los de AMS. La resistencia a cefalosporinas de tercera generación, 
permaneció constante en el orden del 17% durante el período analizado. Al igual que en el 
resto del género, el porcentaje de resistencia a amicacina (6,2%), piperacilina/tazobactam 
(3.5%) y carbapenems (0%) conservan amplia actividad, no así 
trimetroprima/sulfometoxazol (33,9%), piperacilina (32,7%), gentamicina (29,5%), 
cefalotina (28,2%) y las fluorquinolonas (18,6%) (Programa Nacional de control de calidad 
en Bacteriología Clínica, boletín 13 del 2001, Instituto “Dr C.G.Malbrán”). En P. mirabilis 
los porcentajes de resistencia para ceftazidima fueron en este período 2,2%, mucho 
menores que los observados para cefotaxima y ceftriaxona (17,9%). Esta disociación en el 
porcentaje de resistencia in vitro entre estas cefalosporinas de tercera generación se deben a 
que en nuestro medio, también en la Tribu Proteae, es más prevalente la cefotaximasa 
CTX-M-2 (Pasterán F. y col., 2000). También altos niveles de resistencia a ciporfloxacina 
han sido reportados para P. mirabilis en hospitales donde la utilización de este 
antimicrobiano es irrestricta (O’Hara C. y col., 2000). Si bien los carbapenemes en este 
período permanecieron con una excelente actividad, ya ha sido descripta la emergencia de 
cepas resistentes al imipenem en aislamientos clínicos de P. mirabilis provenientes de 
Inglaterra y Francia que involucró fenómenos de permeabilidad (Mehtar, S. y col., 1991) o 
alteración de Penicilin Binding Protein (PBP) PBP1 y PBP2 (Neuwirth C., 1995). 
Recientemente, en esta especie han sido descriptas las carbapenemasas denominadas 
blaNDM-1 (en Nueva Zelanda) y blaKPC-2 (en Whashington y China) (Williamson, D.A. y 
col., 2012; Tibbets y col., 2008; Hu Y.Y. y col., 2012). 
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 Nuestro objetivo es conocer la frecuencia de integrones de clase 1 y los arreglos de 
genes cassettes en P. mirabilis así como también la evolución, a lo largo de 15 años en una 
colección de cepas no relacionadas epidemiológicamente que presentan al menos 
resistencia a dos familias de antimicrobianos. 
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 La alta prevalencia de aislamientos multirresistentes conduce a la utilización de 
antibióticos de más amplio espectro y también de antibióticos más antiguos como las 
Polimixinas, lo cual podría llevar a la selección de microrganismos naturalmente resistentes 
a este antimicrobiano tales como los de la Tribu Proteae, entre ellos los del género Proteus, 
específicamente P. mirabilis objeto de nuestro estudio. Este género,  como se mencionó 
anteriormente, no es considerado patógeno per se, pero como otros patógenos oportunistas, 
también pueden causar morbi-mortalidad y pueden ser capaces de causar enfermedades 
infecciosas de importancia en el ser humano. 
 Ante esta presión de selección sucumbirán las poblaciones bacterianas más 
susceptibles de éste género y solo sobrevivirán las que hayan adquirido a través de la THG 
genes que le permitan una mejor capacidad de adaptación a diversos ambientes desafiando 
así los tratamientos empíricos clásicamente utilizados para este género. 
 Por ello, nuestra hipótesis es que encontraremos una frecuencia considerable de 
Integrones de clase 1 en P. mirabilis aisladas del ambiente intrahospitalario, como 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Recolección de las muestras 
Las 35 muestras analizadas en el presente trabajo provienen de una colección de 
aislamientos de Proteus mirabilis no relacionados epidemiológicamente y que presentan 
resistencia a dos familias de antimicrobianos provenientes de cinco nosocomios de la 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires y de la Provincia de Buenos Aires, aislados entre los 
años 1993-2008.  
Para la siembra primaria de las muestras clínicas y el aislamiento de las especies 
bacterianas, se usaron diferentes medios de cultivo sólidos, como ser agar Levine, agar 
CLDE, agar nutritivo, todos sin la adición de ningún antibiótico. 
 El agar Levine es un medio adecuado para la búsqueda y diferenciación de bacilos 
entéricos, a partir de muestras clínicas, aguas servidas y otros materiales. El medio CLDE 
(Cistina Lactosa Electrolito Deficiente) se usa  también, para el aislamiento, especialmente, 
de bacilos Gram negativos en  diferentes tipos de muestras clínicas y análisis de aguas. 
Permite la diferenciación entre bacterias fermentadoras de lactosa y las no fermentadoras 
(indicador azul de bromotimol).  
 Las bacterias fermentadoras de lactosa, producen colonias de color amarillo o 
amarillo pálido por acidificación del medio. Las bacterias no fermentadoras de lactosa 
producen colonias verdes, azuladas o incoloras.  
 En la sección 4.10 del presente capítulo se detalla la composición de cada uno de los 
medios de cultivo utilizados.  
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4.2. Identificación de los aislamientos con el sistema API 20 NE  
 Los aislamientos bacterianos fueron identificados con el sistema API 20 NE 
(BIOMERIEUX), que es un sistema estandarizado para la identificación de enterobacterias.  
 La galería API 20 E combina 8 ensayos convencionales y 12 ensayos de 
asimilación, la misma incluye 20 microtubos que contienen sustratos deshidratados. 
 En una primera fase, los microorganismos a identificar deben aislarse sobre un 
medio de cultivo, como agar  el agar  CLDE, anteriormente mencionado.  
 Para comenzar con la identificación se toma una cámara de incubación que trae el 
sistema y se le agrega agua para crear una atmósfera húmeda, luego se ubica en la cámara 
la galería. 
 A continuación, se toman de 1 a 4 colonias y se hace una suspensión en una ampolla 
que trae el sistema, la cual contiene un medio salino, hasta una turbidez igual a 0,5 de 
McFarland (suspensión A).  
 Los ensayos convencionales se inoculan con la suspensión A que reconstituye los 
medios. Las reacciones que se producen durante la incubación se traducen en cambios de 
color, bien espontáneos o bien provocados por la acción de reactivos luego de la incubación 
correspondiente. 
 Luego, se transfieren 200 μl de la suspensión A a otra ampolla que trae el sistema, la 
cual contiene un medio mínimo (suspensión B). 
 Los ensayos de asimilación se inoculan con suspensión B y las bacterias crecen 
solamente si son capaces de utilizar el correspondiente sustrato. 
 Algunos microtubos se rellenan con parafina para crear un ambiente anaeróbico. 
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 Por último, se cierra la cámara y se deja incubar a 37ºC +/- 2ºC durante 24 hs. 
Algunos de los microtubos requieren la adición de reactivos luego de la incubación para 
finalmente hacer una determinación del resultado. 
 La lectura de las reacciones se hace con la ayuda de una tabla de identificación y el 
reconocimiento se realiza mediante el catálogo analítico o con la ayuda de un programa de 
identificación.  
 Una vez obtenido el aislamiento y tipificación de P.mirabilis, se realizó un stock de 
cada muestra bacteriana en medio BHI con el agregado de glicerol al 10%, y se almacenó a 
-80ºC. 
 
4.3. Test de sensibilidad a antimicrobianos 
 El test de sensibilidad para los siguientes antimicrobianos: ampicilina, 
cefotaxima, ceftazidima, cefepime, amikacina, gentamicina, ciprofloxacina, ácido 
nalidíxico, meropenem, imipenem, trimetoprima/sulfometoxazol, fue realizado por el 
método de difusión en agar de acuerdo a las guías del National Committee for Clinical 
Laboratory Standars (CLSI, 2013). Los discos de antimicrobianos fueron comprados a 
Sigma Chemical Co (St.Louis, Mo.). 
 
4.4. Extracción de ADN total 
Para la extracción del ADN total se utilizó, el método de fenol-cloroformo. Esta 
metodología fue descripta por Sambrook y col. en 1989. 
 Las cepas almacenadas a -80ºC se repican para su desarrollo en 5 ml de caldo LB o 
BHI sin antibióticos a 37º C durante toda la noche con agitación constante a 200 
revoluciones por minuto (rpm).  
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 Al día siguiente, el cultivo es centrifugado durante 5 minutos a 6000 rpm para 
obtener un pellet de células. Se retira el sobrenadante. 
 El pellet es lavado con 500 μl de una solución de SSC 0.1X (ver composición en la 
sección 4.11 del presente capítulo) y centrifugado durante 5 min a 6000 rpm. 
 Luego se realiza una incubación con 500 μl de buffer de lisis (ver receta en sección 
4.11 según el tipo de bacteria) durante 45-60 minutos a 37°C. Los ácidos nucleicos son 
extraídos utilizando igual volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1), 
centrifugando durante 8-10 minutos a 13000 rpm. Posteriormente, la fase acuosa es 
transferida a un nuevo tubo eppendorf y se adicionan 0.1 volumen de acetato de sodio 
(NaCH3COO) y 2 volúmenes de etanol 100%. Se centrifuga a 13000 rpm a temperatura 
ambiente (mejor a 4ºC para obtener una mayor eficiencia) durante 20 minutos  y se 
resuspende el pellet en 100 μl de agua destilada o TE y se guarda a -20ºC.  
 
4.5. Medición de ADN 
Las concentraciones de ADN en las muestras obtenidas a partir de las extracciones 
de ADN genómico total fueron medidas usando un espectrofotómetro de doble haz Hitachi 
a una D.O. de 260 nm (1 D.O. = 50 µg/ml de ADN). 
Una vez conocida la cantidad de ADN de cada una de las muestras, se realizaron 
diluciones de las mismas, a modo de obtener una solución de concentración final 10 ng/μl 
para usar como ADN molde en el ensayo de PCR. 
 
4.6. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Cartografía por PCR 
 Las mezclas de reacción para las reacciones de PCR, se realizaron en un volumen 
final de 50 µl que contenía 20 pmoles de cada cebador, 10 μl de Buffer, 0.5 μl de dNTPs, 
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1,5 mM- 3mM de MgCl2 50mM y 1.25 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen –Promega). 
El ADN molde utilizado fue preparado como ha sido descripto en la sección 4.3 y 4.4, 
empleándose entre 5-10 μl de la dilución. En algunos casos las condiciones se ajustaron 
según los cebadores.  
Las amplificaciones se realizaron en un ciclador térmico (Eppendorf y 
MJResearch), utilizando como ciclo para las reacciones de PCR con Taq polimerasa el 
siguiente ciclo: i) desnaturalización a 94°C – durante 5 min., ii) 94°C – durante 1min, iii) 
temperatura de apareamiento de los cebadores (Ta) según corresponda durante 30 seg., iv) 
amplificación a 72°C – durante 1 min./kb; los puntos ii, iii y iv se repitieron 35 veces, y por 
último se realizó una extensión final a 72°C –  durante 5 o 10 min. 
 Para realizar caracterización de los  integrones de clase 1 primero utilizamos 
cebadores específicos para detectar la presencia del gen de la integrasa de tipo 1, intI1 
(cebadores: intI1F-intI1R). En aquellos aislamientos que fueron positivos, se realizó 
cartografía por PCR con cebadores específicos para las zonas conservadas que permiten 
determinar la longitud de la zona variable del integrón utilizando los cebadores sulpro y 
3´CS. También utilizamos la combinación de cebadores  sulpro y tniR, este último tiene 
como blanco a uno de los genes del Tn402, para identificar los integrones que presenten 
esta estructura en vez de la zona 3´CS típica. Luego empleamos otras combinaciones de 
cebadores para identificar qué genes cassettes se encontraban en la zona variable de los 
integrones (Figura 4.6a).  
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Figura 4.6a. Cartografía por PCR. Se muestra cómo la utilización de diferentes 
combinaciones de cebadores (flechas delgadas), permiten detectar diferentes estructuras 
genéticas. 
 
 Conociendo la epidemiología local podemos conocer la resistencia que tenemos a 
las distintas familias de antimicrobianos y los mecanismos de esa resistencia. De esta forma 
nos pudimos orientar para saber que cebadores utilizar, dirigidos a que determinantes de 
resistencia y que genes cassettes pueden estar localizados en la zona variable del integrón. 
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Tabla 4.6a. Secuencias de los cebadores utilizados en este estudio. 
Cebador Secuencia (5’ a 3’) Fuente 
intI1   
IntI1F CGA GGC ATA GAC TGT AC Orman y col., 2002 
IntI1R TTC GAA TGT CGT AAC CGC Orman y col., 2002 
   
orf513   
orf 513F ATG GTT TCA TGC GGG TT Arduino y col., 2003 
orf 513R CTG AGG GTG TGA GCG AG Orman y col., 2002 
   
Cartografía   
sulpro GCCTGACGATGCGTGGA Lévesque y col., 1995 
3’CS Newa  AAGCAGACTTGACCTGATAG Quiroga y col., 2013 
TniR
a
 TTCAGCCGCATAAATGGAG Post y col., 2007  
arr3R
a
 TAAGTCCTCCAACGAATCC Este estudio 
LinFR
a
 TTACTTGTTGTGCGGCGTC Este estudio 
aac(6’)Fb GAAGAAGCACGCCCGAC Quiroga M.P., 2012 
aac(6’)Ra GTGTTCGCTCGAATGCC Quiroga M.P., 2012 
Oxa2F
b
 GAA GAA ACG CTA CTC GC Orman et al., 2002 
Oxa2R
a
 TAC CCA CCA ACC CAT AC Orman et al., 2002 
dhfR1
b
 AGCTGTTCACCTTTGGC Lévesque  y col., 1995 
dhfR1R
a
 CCTGAAATCCCCAGCAA Ramírez y col., 2005 
Caracterización Molecular del los Integrones de clase 1 en Proteus mirabilis  





 GTAACACGCAAGCACGATGA Ramírez y col., 2005 
aadBR
a
 GCCTGTAGGACTCTATGTGC Ramírez y col., 2005 
aadAR
b
 CGC AGA TCA GTT GGA AG Arduino y col., 2003  
aadA1R
a
 TCG ATG ACG CCA ACT AC Orman y col., 2002 
orf513F3´
c
 GTTCGATCCATCACAGAG Quiroga y col., 2007 
qacEΔ1B c GCGATAACAAGAAAAAGCC Quiroga y col., 2013 
ctx-M2F
 c
 ATGACTCAGAGCATTCGC Orman y col., 2002  
ctx-M2R
 c
 TCACTTTATCGGGACCAC Orman y col., 2002 
a 
Cebadores utilizados para realizar cartografía por PCR de integrones de clase 1 en combinación con 
Sulpro desde el gen intI1. Los amplicones difieren en el tamaño esperado dependiendo de su localización 
en la zona variable del integron de clase 1. 
b
 Cebadores utilizados para realizar cartografía por PCR de integrones de clase 1 en combinación con 
cebadores 3´CS desde el segmento conservado 3´CS. Los amplicones  difieren en el tamaño esperado 
dependiendo de su localización en la zona variable del integron de clase 1. 
c
 Cebadores utilizados para realizar cartografía por PCR de integrones de clase 1 complejos para 
determinar la VR-2. 
 
4.7. Geles de agarosa 
 Los productos de PCR obtenidos fueron analizados por electroforesis en geles de 
agarosa al 0,8; 1% o 1,5%; preparados con buffer TBE 1X y agregado de Bromuro de 
Etidio para posterior visualización de la bandas a la luz UV. El Buffer de corrida utilizado 
fue TBE1X y la corrida se realizó a 100-110V durante 50-60 minutos. La visualización de 
las bandas se efectuó con lámpara UV en un transiluminador. Para la determinación del 
tamaño de las amplificaciones obtenidas se usó el marcador de peso molecular Milmarker 
(Biodynamics). 
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4.8. Metodología utilizada para enviar a secuenciar los productos de amplificación por 
PCR  
Los productos de amplificación por PCR seleccionados para ser secuenciados se 
purificaron, cuantificaron y secuenciaron. Para juntar suficiente cantidad de producto para 
ser secuenciado, se realizaron varias reacciones de PCR manteniendo las mismas 
condiciones. Para la purificación de los amplicones se uso el kit Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System (Promega).  
En los casos en los que se obtuvieron más de una banda de amplificación como producto de 
una PCR, se purificó la banda o las bandas de interés de un gel de agarosa. Luego de la 
electroforesis, se realizó el corte de la banda y se ubicó en un tubo eppendorf de 1,5 ml para 
continuar con el protocolo de purificación Para la cuantificación del ADN purificado se 
sembró en un gel de agarosa 1%, el 10% del producto de amplificación purificado con 5 μl 
de loading buffer, y se determinó la masa de ADN de acuerdo con una comparación de 
intensidad con las bandas de un marcador de cuantificación, Low DNA Mass Ladder 
(Invitrogen).  
Una vez obtenida la cantidad de ADN requerida, se envió a secuenciar, donde 
generalmente se utilizó el equipo ABI3100 BioAnalyzer. 
 
4.9. Análisis de bioinformática 
 Se realizó un estudio bioinformático de los integrones descriptos en P. mirabilis. 
Para ello se realizó una búsqueda en la base de datos Integrall (http://integrall.bio.ua.pt/), la 
cual se complementó con búsquedas en la base de datos GenBank 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se analizó la clase de integrón, la composición de 
genes cassettes en la zona variable de los integrones de clase 1 encontrados, así como de 
los genes y genes cassettes encontrados en la VR-1 y VR-2, respectivamente en los 
integrones de clase 1 complejos. 
 
4.10. Medios de cultivo, soluciones, buffers y otros reactivos utilizados de rutina 
 La enzima Taq polimerasa empleada en el ensayo de PCR fue adquirida de 
Invitrogen. Los reactivos químicos de rutina fueron de Merck, Invitrogen y Sigma. 
 A continuación detallamos los medios de cultivo utilizados: 
- LB  
Peptona 10 gr/l 
Extracto de levadura 5 gr/l 
 Cloruro de sodio 10 gr/l 
 
- Agar nutritivo (pH 7,3) 
Pluripeptona 5gr/l 
Extracto de carne 3 gr/l 
Cloruro de sodio 8 gr/l 
Agar 15 gr/l 
 
- Agar Levine (pH 7,1 ± 0,2) 
Peptona 10 gr/l 
Lactosa 10 gr/l 
Fosfato dipotasico 2 gr/l Agar 15 gr/l 
Caracterización Molecular del los Integrones de clase 1 en Proteus mirabilis  
Bioq.M.A TURINA |  
 
39 
Eosina 0,4 gr/l 
Azul de metileno 0,065 gr/l 
- CLDE (Britania) (pH 7,3 ± 0,2) 
Peptona 4gr/l 
Extracto de carne 3 gr/l 
L-cistina 0,128gr/l 
Tripteína 4gr/l 
Azul de bromotimol 0,02gr/ 
Lactosa 10gr/l // Agar 15gr/l 
 
- BHI (Britania) con glicerol 
Extracto de cerebro 7,8gr/l 
Extracto de corazon 9,7gr/l 
Peptona de gelatina 10gr/l 
Cloruro de sodio 5gr/l 
Fosfato disódico 2,5gr/l 
Glucosa 2gr/l 
Glicerol 10%  
 
 La composición de buffers y soluciones utilizados se detallan a continuación: 
- Buffer 1X TBE 
89mM Tris 
89 mM acido borico 
2 mM EDTA (pH 8) 
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- Buffer de lisis (para bacterias gram negativas) (pH: 8) 
Tris-HCl 10 mM;  
glucosa 20%,  
lisozima 2,5 mg/ml 
 
- SCC 20X (pH 7) 
NaCl 3M 175,3 gr 
Citrato de Na 88,2 gr 
Agua 800 ml 
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5. RESULTADOS  
 
 Se realizó el estudio en 35 aislamientos no relacionados epidemiológicamente de P. 
mirabilis provenientes de cinco nosocomios de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y de 
la Provincia de Buenos Aires, aislados entre los años 1993-2008. El criterio de selección 
utilizado fue que los aislamientos debían ser resistentes al menos a dos familias de 
antimicrobianos (ítems 4.1 y 4.2 en Materiales y Métodos).  
 
5.1. Determinación de la susceptibilidad a antimicrobianos  
 Como primer paso se determinó la susceptibilidad de los aislamientos en estudio a 
11 antimicrobianos de relevancia clínica. Dentro de los antimicrobianos β-lactámicos, se 
escogieron: aminopenicilinas como ampicilina, dos cefalosporinas de tercera generación, 
cefotaxima y ceftazidima, y una cefalosporina de cuarta generación, cefepime. Dentro de 
los carbapenemes, se seleccionaron imipenem y meropenem. Entre los antibióticos  
aminoglucósidos se seleccionaron gentamicina y amikacina. Y dentro de la familia de las 
quinolonas se evaluó al ácido nalidíxico y ciprofloxacina (ver ítem 4.3 en Materiales y 
Métodos).  
 Los aislamientos fueron denominados como “Pr” por P. mirabilis y un número 
arábigo. Los resultados obtenidos del antibiograma y los integrones encontrados en los 
mismos se muestran en Tabla 5.1a. Los valores de los puntos de corte de sensibilidad 
fueron obtenidos utilizando las guías del “Clinical and Laboratory Standars Institute” 
(CLSI, 2013), las cuales indican la sensibilidad (S), sensibilidad intermedia (I) o 
resistencia (R) de dichos aislamientos a los antimicrobianos testeados (Anexo I). 
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TABLA 5.1a. Caracterización molecular de los integrones de clase 1 en P. mirabilis y 




a Región variable (VR-1)
b
 ISCR1 Amp Caz Ctx Fep Gen Akn Cip Nal Tms BLEE
c 
Pr1 1993 H3  No R S S S S R S S R  No 
3 integrones   1- aac(6´)-Ib - aadA1             
     2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      3- catB2 - dfrA1                       
Pr2 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib – blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
Pr3 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
3 integrones     1- aac (6´)-Ib - aadA1                       
      2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      3- catB2 - dfrA1                       
Pr4 1993 H3     R R R R R R S S R Sí 
3 integrones     1- aadB - aadA1 Sí                     
      2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      3- catB2 - aadA1 - dfrA1                       
Pr5 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
Pr6 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
Pr7 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
Pr8 1993 H3   No R S S S S R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
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 Región variable (VR-1)
b
 ISCR1 Amp Caz Ctx Fep Gen Akn Cip Nal Tms BLEE
c 
Pr9 1993 H3     R R R R R R R R R Sí 
4 integrones     1- aadB - aacA7                       
      2-  aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí                     
      3- aac (6´)-Iq - aadA1                       
      4- catB2 - dfrA1                       
Pr10 1993 H3   No R S S S R R S S R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2- catB2 - dfrA1                       
Pr11  1993 H3   No R S S S R R S S R No 
2 integrones     1 -aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2-catB2 - dfrA1                       
Pr12 1993 H3     R R R R R R R R R Sí 
 3 integrones     1- aadB - aadA1 Sí                     
      2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      3-catB2 - aadA1 - dfrA1                       
Pr15 1993 H3 1-aac(6´)-Ib Sí R R R R R R R R R Sí 
Pr19 1993 H4 1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R R R R R R Sí 
Pr20 1993 H4     R R R R R R R R R Sí 
2 integrones     1-aadB - aac(6´)-Ib Sí                     
      2-  aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
Pr 201 1999 H1   No R S S S R I S S R No 
2integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      2-aadB - aadA1                       
Pr 202 1999 H1     R R R R R R R R R Sí 
3 integrones     1-aac(6´)-Ib Sí                     
      2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
      3-aadB - aadA1                       
Pr 300  1999 H2     R R R R R R S S R Sí 
2 integrones     1-aadB - aadA1 Sí                     
      2- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
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 Región variable (VR-1)
b
 ISCR1 Amp Caz Ctx Fep Gen Akn Cip Nal Tms BLEE
c 
Pr401 2000 H5 aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R S R R R R Sí  
Pr2001 2001 H6 aac(6´)-Ib - aadA1 - aadB No R S S S I R R R R No 
Pr 2003 2003 H6 aac(6´)-Ib - aadA1 - aadB No S S S S S R S R S   
Pr 311 2004 H2 aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R S R R R R Sí 
Pr 312 2004 H2 aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R S R R R R Sí 
Pr 313 2005 H6  ND d No S S S S S R S R S No 
Pr 300 2005 H6   R R R R I R R R R Sí 
3 integrones    1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí           
     2-dfrA1 - aadA1                       
      3-aac(6´)-Ib - aadA1 - aadB                       
Pr2000 2006 H6 1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R S R R R R Sí 
Pr2001 2006 H6 1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí R R R R S R R R R Sí 
Pr 2006 2006 H6  ND d No S S S S S R S R S No 
Pr 9003 2007 H6     R R R R I R R R R Sí 
3 integrones     1-aac(6´)-Ib                       
      2-aac(6´)-Ib - aadA1 - aadB                       
   3- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD Sí           
Pr700 2008 H6 1- aac(6´)-Ib - aadA1 Sí R R R R I R R R R Sí 
Pr 701 2008 H6   No R S S S I R R R R No 
2 integrones    1- aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - orfD                       
     2- aadB - aadA1                       
Pr702 2008 H6   No R S S S S S R R R No 
2 integrones   1- dfrA1 - aadA1              
      2- aadA1                       
Pr703 2008 H6 1- dfrA1 - aadA1 No R S S S S S R R R No 
Pr704 2008 H6   No R S S S I R R R R No 
2 integrones     1- aac(6´)-Ib - blaOXA.2 - orfD                       
      2- aadB - aadA1                       
Pr 705 2008 H6     R R R R R R S S R Sí 
2 integrones     1- aadB - aadA1                       
      2- aac(6´)-Ib - aadA1 Sí                     
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Amp: ampicilina, Caz: ceftazidima; Ctx: cefotaxima; Fep: cefepime; Gen: gentamicina; Akn: amikacina; Cip: 
ciprofloxacina; Nal: Ac. Nalidíxico; Tms: trimetoprima/sulfametoxazol; BLEE: β-lactamasa de expectro 
extendido. 
a
H1: Hospital Alvarez, H2: Sanatorio Mitre, H3: Hospital de Munro, H4: CEMIC, H5: Hospital Durand, H6: 
Hospital de Clínicas José de San Martín. 
b  
la caracterización de integrones de clase 1 se llevó a cabo por cartografía por PCR (ítem 4.5 en Materiales y 
Métodos). 
c 
la derterminación fenotípica de BLEE se llevó a cabo por el método de doble disco,ulizando Amoxicilina –
clavulánico ,Caz y Ctx. 
d 
No se encontraron cassettes en la región variable de éstos integrones. 
 
 
 El 91,43% de los aislamientos fue resistente a ampicilina y solo un 8,57% de los 
mismos fue sensible. La resistencia a ceftazidima, cefotaxima y cefepime se evidenció en el 
48,57% del total de los aislamientos, los cuales todos presentaban fenotipo de β-lactamasa 
de espectro extendido (BLEE) tipo CTX-M-2, mientras que el 51,43% fueron susceptibles a 
dichos antibióticos. El 100% de los aislamientos fueron sensibles a carbapenemes. El 
31,43% de los aislamientos fue resistente a gentamicina, mientras que el 17,14% presentó 
sensibilidad intermedia. La resistencia a amikacina se manifestó en el 91,43% de los 
aislamientos, el 2,86% presentó sensibilidad intermedia y el 5,71% fue sensible a este 
antimicrobiano. La resistencia a ciprofloxacina y ácido nalidíxico en los aislamientos 
estudiados fue de 54,29% y 62,86%, respectivamente. El porcentaje de resistencia a 
trimetoprima/sulfametoxazol de los mismos fue de 91,43%. En la Tabla 5.1b, se presenta el 
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TABLA 5.1b. Porcentaje de aislamientos resistentes a los antimicrobianos testeados. 
Antimicrobiano % de aislamientos resistentes 
Amp                 91,43 
Caz                 48,57 
Ctx                 48,57 
Fep                 48,57   
Gen                 31,43 
Akn                 91,43 
Cip                 54,29 
Nal                 62,86 
Tms                 91,43 
Amp: ampicilina, Caz: ceftazidima, Ctx: cefotaxima, Fep: cefepime, Imp: Imipenem, Gen: gentamicina, Akn: 
amikacina, Cip: Ciprofloxacina, Nal: Ac. Nalidíxico, Tms: trimetoprima/sulfometoxazol. 
 
5.2. Identificación de integrones de clase 1 
 Para realizar la caracterización de los integrones de clase 1 se llevó a cabo 
cartografía por PCR, utilizando distintas combinaciones de cebadores a fin de caracterizar 
la estructura y el contenido de genes cassettes en la VR (Tabla 4.6 a; ítem 4.5 en Materiales 
y Métodos). Estos cebadores permiten detectar la región 5´conservada del integrón y 
detectar la presencia de intI1. En la figura 5.2a, se muestra un ejemplo de la ubicación de 
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1 + 7 1 + 6











Figura 5.2a. Cartografía por PCR para In35. El integrón de clase 1 compuesto por los 
cassettes aac(6’)-Ib, blaOXA-2 y orfD en la zona variable, denominado In35. Las flechas 
denotan la ubicación de los cebadores utilizados en las PCRs. En la foto se muestran los 
productos de PCR obtenidos utilizando los cebadores indicados al pie de cada calle del gel. 
1Kb denota al marcador de peso molecular. 
 
 Se encontraron integrones de clase 1 en 35/35 (100%) de los aislamientos, y se 
detectó a ISCR1 en 17/35 (48,57%) de los mismos. 
 Se encontraron en total 64 integrones de clase 1 en los 35 aislamientos, entre los que 
se distinguieron 12 arreglos de genes cassettes diferentes en su zona variable, que incluyen 
la combinación de 9 genes cassettes, 8 de los cuales corresponden a genes de resistencia a 
antimicrobianos que codifican para la resistencia a antibióticos β-lactámicos, 
aminoglucósidos, trimetoprima y cloranfenicol. El gen cassette orfD, contiene un marco de 
lectura abierto sin ninguna proteína asignada ni con función conocida. En la Tabla 5.2a se 
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muestran los genes cassettes encontrados en integrones de clase 1 de los aislamientos 
evaluados, ordenados según las respectivas resistencias a antibióticos para la cual codifican. 
 









 Los genes cassettes aac(6’)-Ib, aac(6’)-Iq y aacA7 otorgan resistencia a amikacina, 
mientras que el gen cassette aadB otorga resistencia a gentamicina. El gen cassette aadA1 
confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina. El gen cassette blaOXA-2 otorga 
resistencia a oxacilina y cefalosporinas de 1
ra
 generación. Por último, los genes cassettes 
dfrA1 y catB2 confieren resistencia a trimetoprima y cloranfenicol, respectivamente. 
 En la Tabla 5.2b se describen los arreglos de genes cassettes de los integrones 






Aminoglucósidos β-lactámicos Trimetoprima Cloranfenicol Otros 
     
aac(6’)-Ib blaOXA-2 dfrAI catB2 orfD 
aac(6’)-Iq     
aadB     
aacA7 
aadA1     
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TABLA 5.2b.Total de integrones de clase 1 encontrados en los aislamientos de P. 
mirabilis.  





1 aac(6’)-Ib - blaOXA-2 - orfD 74,29 In35 
2 catB2 - drfA1 28,57  
3 aadB - aadA1 20,00 In290 
4 aac(6’)-Ib - aadA1 11,43 In4 
5 aac(6’)-Ib - aadA1 - aadB 11,43  
6 aac(6’)-Ib 8,57 In46 
7 dfrA1 - aadA1 8,57 In18 
8 catB2 - aadA1 - dfrA1 5,71  
9 aadB - aacA7 2,86  
10 aac(6´)-Iq - aadA1 2,86  
11 aadB - aac(6´)-Ib 2,86 In307 
12 aadA1 2,86 In2 
a
: El 100 % (35/35) de los aislamientos poseían  al menos un integrón de clase 1. Los porcentajes de 
frecuencia fueron  referidos al número de aislamientos totales (n=35), La suma de los mismos excede al 100% 
porque  tal como se  muestra en la tabla  5.1a,  se encontró más de un integrón en 22 de las cepas estudiadas.  
 
 Los integrones encontrados contienen en su región variable un número no fijo de 
genes cassettes. Así, encontramos integrones con un único gen cassette, por ejemplo el 
In46 y el In2 a los que corresponden a los genes cassettes aac(6’)-Ib y aadA1 
respectivamente, dos de los genes cassettes más frecuentes entre los integrones de clase 1 
en esta población. Se encontraron también integrones conteniendo dos y tres genes 
cassettes, la mayoría de ellos conteniendo el gen cassette aac(6’)-Ib o bien blaOXA-2, o 
aadA1. Estos genes cassettes se encuentran entre los más relevados en estos aislamientos, 
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con una frecuencia del 88,57% (31/35), 74,29% (26/35) y 51,43% (18/35), 
respectivamente. 
 El gen cassette aac(6’)-Ib, codifica para una acetiltranferasa, enzima modificante de 
aminoglucósidos que otorga resistencia a amikacina, tobramicina y netilmicina. El gen 
cassette aadA1, codifica para una adeniltransferasa que confiere resistencia a 
estreptomicina y espectinomicina. 
 Asimismo, se encontraron cassettes que confieren resistencia a otro de los 
miembros de la familia de los aminoglucósidos, como el gen cassette aadB, que codifica 
para otra adeniltransferasa que confiere resistencia a gentamicina, encontrándose en el 40% 
(14/35) de los aislamientos estudiados. Así como también se hallaron los genes cassettes 
aacA7 y aac(6’)-Iq en el 2,86% (1/35) de los aislamientos. Estos dos últimos genes 
cassettes codifican para la resistencia a amikacina. 
 Con respecto a los genes cassettes que confieren resistencia a los antibióticos β-
lactámicos, el que se encontró en mayor cantidad fue el gen blaOXA-2 en el 74,29% (26/35), 
siendo este gen cassette el segundo en frecuencia de los integrones de clase 1 (26/64) en 
esta serie de aislamientos. Entre los genes cassettes que confieren resistencia a la 
trimetoprima relevados en estos integrones de clase 1, se encontró a dfrAI en el 42,86% 
(15/35) del total de aislamientos.  
 También se encontró el gen cassette catB2 que codifica para la resistencia al 
cloranfenicol, en el 34,29% (12/35) de los aislamientos. 
 Dentro de los aislamientos sin BLEE, observamos que 5,56% (1/18) tiene 
sensibilidad a gentamicina aunque presenta el gen cassette aadB, mientras que en 16,67% 
(3/18) de los aislamientos se observa sensibilidad intermedia a gentamicina y en todos ellos 
se detectó el gen cassette aadB. 
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 Continuando con el análisis de estos aislamientos sin BLEE, se observa en 27,78% 
(5/18) resistencia a ciprofloxacina y ácido nalidíxico, no detectándose en ellos aac(6´)-Ib-cr 
ni qnrB10 (ver más adelante). El 83,33% (15/18) de los aislamientos poseen resistencia a 
trimetoprima/sulfametoxazol y de estos 15 aislamientos, sólo 73,33% (11/15) presentan el 
gen cassette dfrA1. En 11,11% (2/18) de los aislamientos se observa resistencia solamente a 
amikacina y ácido nalidíxico en presencia de intI1 y sin haberse detectado genes cassettes 
asociados a dicha resistencia en la zona variable del mismo (ver Pr 2006 y Pr 313 en 
Tabla5.1a). 
 
5.2.a) Integrones de clase 1 complejos 
 Al relacionar los arreglos de genes cassettes de los integrones de clase 1 con los 
resultados de sensibilidad a los antimicrobianos ensayados, se observa que todos los 
aislamientos resistentes a ceftazidima, cefotaxima y cefepime 17/35 (48,57%), tienen 
integrones de clase 1 complejos que albergan a ISCR1 con el gen blaCTX–M-2 en la VR-2 
(Figura 5.2aa). 
 
intI1            aac(6’)-Ib      blaOXA-2 orfD qacE∆1          sul1           ISCR1        blaCTX-M-2      orf3      qacE∆1           sul1
5’CS                             VR-1                                3’CS-1               CR                   VR-2             3’CS-2  
Figura 5.2aa. Estructura del integrón clase 1 complejo In35. VR-1 denota la región 
variable del integrón de clase 1, en donde se insertan los genes cassettes. VR-2 se refiere a 
la segunda región variable de los integrones complejos. 
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En la tabla 5.2aa se observan los diferentes arreglos de genes cassettes de la VR-1 que 
presentaban estos 17 aislamientos con integrones de clase 1 complejos. 
 
TABLA5.2aa. Integrones de clase 1 complejos encontrados en los aislamientos de P. 
mirabilis. 
Integrón Cassettes en la zona variable Frecuencia (%) Nomenclatura internacional 
1 aac(6’)-Ib- blaOXA-2 - orfD 52,94 In35::ISCR1::blaCTX–M-2 
2 aadB - aadA1 17,64 In290::ISCR1::blaCTX–M-2 
3 aac(6’)-Ib 11,76 In46::ISCR1::blaCTX–M-2 
4 aac(6’)-Ib - aadA1  11,76 In4::ISCR1::blaCTX–M-2 
5 aadB - aac(6´)-Ib 5,88 In 307::ISCR1::blaCTX–M-2 
 
 Los genes cassettes en orden de frecuencia encontrados en éstos aislamientos 
fueron: aac(6’)-Ib 82,35% (14/17); blaOXA-2 52,94% (9/17); orfD 52,94% (9/17); aadA1 
29,41% (5/17) y aadB 23,53% (4/17). Todos los aislamientos con integrones de clase 1 
complejos presentan arreglos de genes cassettes en la VR-1 con genes de resistencia para 
aminoglucósidos. Ambos antimicrobianos, los aminoglucósidos y las cefalosporinas de 
tercera generación, son usualmente administrados en forma conjunta a los pacientes 
internados. O sea que las cepas portadoras de In35::ISCR1::blaCTX–M-2 serían 
potencialmente resistentes a ambas familias de antibióticos. Dentro de estos aislamientos 
con BLEE, 47,06% (8/17) presentan resistencia a gentamicina y de éstos 8, 6 aislamientos 
poseen el cassette aadB como parte de la VR-1 del integrón complejo, y en los dos 
restantes éste gen cassette se encuentra formando parte de otros integrones dentro de dichos 
aislamientos. Entre los aislamientos que presentan integrones de clase 1 complejos, 17,65% 
(3/17) presentan sensibilidad intermedia a gentamicina. Uno de estos tres aislamientos con 
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sensibilidad intermedia, no posee el gen cassette aadB y los dos aislamientos restantes, 
poseen el gen cassette aadB pero no en la VR-1 del integrón complejo, sino que lo poseen 
en la región variable de un segundo integrón de clase 1 portado por la misma cepa. En 
35,29 % (6/17) de estos aislamientos se observó sensibilidad a gentamicina. Respecto a 
amikacina, el 100% (17/17) de los aislamientos con BLEE presentaron resistencia a éste 
antimicrobiano. Se encontró el gen cassette aac(6´)-Ib dentro de la VR-1 del integrón 
complejo en 82,35% (14/17) de éstos aislamientos. 
 Del total de los aislamientos con ISCR1, el 100% (17/17) presentó resistencia a 
trimetoprima/sulfametoxazol, pero sólo el 23,53% (4/17) tiene el gen cassette de resistencia 
drfA1 en otro integrón dentro del mismo aislamiento. Por otro lado, el 82,35% (14/17) de 
los aislamientos presentaron resistencia a ciprofloxacina y ácido nalidíxico. Se realizó 
secuenciación de estos integrones y no se detectó en ellos las mutaciones características de 
aac(6´)-Ib-cr ni el determinante de resistencia asociado a quinolonas qnrB10. En todas las 
VR-2 de los integrones complejos se detectó en todas las cepas el gen blaCTX–M-2.  
 
5.2b) Abundancia de los integrones de clase 1 a lo largo del período estudiado 
 En 22 de las cepas identificamos más de un integrón de clase 1 por aislamiento, tal 
como se puede observar en el gráfico de la figura 5.2b.a 
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Figura 5.2b.a. Número de integrones de clase 1 presentes en cada cepa de P. mirabilis. 
La cantidad de integrones se muestran según el año de aislamiento.  
  
 Entre los aislamientos correspondientes al año 1993, observamos 2 cepas con 1 
integrón de clase 1, 8 cepas con 2 integrones de clase 1, 4 cepas con 3 integrones de clase 1 
y 1 cepa con 4 integrones de clase 1. Entre los aislamientos del año 1999, analizamos 2 
cepas con 2 integrones y 1 cepa con 3 integrones de clase 1. En los años 2000 y 2001, 
recuperamos 1 cepa con 1 integrón de clase 1. En los años 2003 y 2004, encontramos 1 
cepa con 1 integrón de clase 1 y 2 cepas con 1 integrón de clase 1, respectivamente. En los 
años 2005 y 2006 analizamos 2 cepas con intI1 en las que no detectamos genes cassettes en 
la zona variable y 1 cepa con 3 integrones de clase 1 y 2 cepas con 1 integrón de clase 1, 
respectivamente. En el año 2007 encontramos 1 cepa con 3 integrones de clase 1. Por 
último, en el año 2008, hallamos 2 cepas con 1 integrón de clase 1, y 4 cepas con 2 
integrones de clase 1. Aunque la cantidad de integrones por cepa no aumenta a lo largo del 
tiempo con respecto a los primeros aislamientos, se observa una tendencia a aumentar el 
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número de familias de antimicrobianos a los que estos aislamientos presentan resistencia 
(Figura5.2b.b). 
 
Figura 5.2b.b. Número de familias de antimicrobianos a las que P. mirabilis presenta 
resistencia, en función del número de integrones presentes en los mismos. 
 
 De los 35 aislamientos de P. mirabilis estudiados, 2 de éstos aislamientos sólo 
presentan intI1 sin detectarse genes cassettes en la zona variable, sin embargo estas cepas 
son resistentes a dos familias de antimicrobianos (aminoglucósidos y quinolonas). 
Entre los 13/35 aislamientos que sólo contienen un integrón de clase 1, 9/13 presentan 
resistencia a 4 familias de antimicrobianos y de los 4 aislamientos restantes, uno presenta 
resistencia a 3 familias de antimicrobianos y 3 aislamientos presentan resistencia a 2 
familias. 
 Dentro 14/35 aislamientos que contienen 2 integrones de clase 1, 3/14 presenta 
resistencia a 4 familias de antimicrobianos y 11/14 presentan resistencia a 3 familias de 
antimicrobianos. 
 En 7/35 aislamientos que contienen 3 integrones , 3/7 presentan resistencia a 3 
familias de antimicrobianos, y 4/7 a 4 familias. 
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 Un solo aislamiento de los 35 estudiados, contiene 4 integrones y presenta resitencia 
a 4 familias de antimicrobianos. 
 A priori pareciera observarse que el número de familias de antimicrobianos a los 
que cada cepa es resistente depende de los genes y genes cassettes que conforman la 
estructura del integrón más que del número de integrones contenidos en la cepa, ya que el 
52,94% (9/17) de las cepas que presentan resistencia a 4 familias de antimicrobianos, 
contienen un solo integrón , de las cuales 8/9 presentan integrones de clase 1 complejos. En 
el 47,06 % (8/17) de cepas restantes que presentan resistencia a 4 familias de 
antimicrobianos encontramos que: 3/17 cepas contienen 2 integrones, 1 de éstas 3 cepas 
contiene un integron complejo; 4/17 contienen 3 integrones y las 4 tienen integrones 
complejos. Y 1/17 contiene 4 integrones, uno de los cuales es un integrón complejo. Estos 
resultados ponen en evidencia que el 82,35% de las cepas que contienen integrones 
complejos presentan resistencia  a 4 familias de antimicrobianos. 
 
5.3. Análisis bioinformático de la dispersión de integrones clase 1 en P. mirabilis 
 En un período de 20 años (1993-2013) se han publicado 32 números de acceso 
correspondientes a 30 aislamientos de P. mirabilis con integrones de clase 1 en la base de 
datos de INTEGRALL, dentro de los cuales 3 poseen integrones complejos (ítem 4.9 de 
Materiales y Métodos). Estos integrones se encuentran solos como tales o formando parte 
de otras estructuras como islas genómicas, plásmidos y transposones. 
 Estos aislamientos son de diversas fuentes y áreas geográficas: hisopado de cloaca 
de aves (Italia), de alimentos (China), de muestras clínicas de pacientes (Palestina, 
Australia, Portugal, Francia, Grecia y China). En ellos se encontraron 34 integrones de 
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clase 1, con 27 arreglos de genes cassettes diferentes en su zona variable, que incluyen la 
combinación de 29 genes cassettes, de los cuales 25 corresponden a genes de resistencia a 
antimicrobianos que codifican para la resistencia a β-lactámicos, aminoglucósidos, 
trimetoprima y cloranfenicol. Sólo 4 son marcos de lectura abiertos sin función conocida: 
orfF (4/30), orfC (2/30), orfD (1/30) y orfI (1/30). 
 Los arreglos de genes cassettes en orden de frecuencia son: dfrA15 y dfrA12 - 
orfF - aadA2  10% (3/30), aadB - aadA2, aadA2, blaVIM-1 - aacA7 - dfrA1 - aadA1 6,67% 
(2/30). El resto de arreglos de genes cassettes que figuran en la Tabla 5.3.a, se encuentran 
en el orden del 3,33% (1/30). 
 Los genes cassettes encontrados en estos aislamientos son: aadA2 30% (9/30); 
drfA1 23,33% (7/30); aadB y drfA12 13,33% (4/30); aac(6´)-Ib, aadA1a, drfA15, blaVIM-1 
,aadA1, aacA7 10% (3/30); aadA7, estX, blaPSE-1, 3,23% (2/30); blaP-2, blaCARB-9, blaOXA-2, 
drfA, blaP1, smr2, cat, blaTEM-1, aacC1, aacC5, drfA7, blaVIM-25 y aacCA5 3,33% (1/30). 
 Se encontraron en estos aislamientos 3 integrones complejos (3/30), cuyos arreglos 
de genes cassettes en la VR-1 fueron: aac(6´)–Ib - blaoxa-2 - orfD, dfrA12 - aadA2 y aac(6´)-
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Tabla 5.3.a Zonas variables de Integrones clase 1 en aislamientos de P. mirabilis 
publicados en INTEGRALL. 
Nº de acceso Año Cassettes en la VR-1 Genes en 
la VR-2 
Comentarios 
PRMPBLAP 1993 blaP2  Penicilinasa mediada por pCS229.No publicado 
D86225 1998 blaCARB-9 
 Penicilinasa que hidroliza carbeniciina (pc5229) 
posee aprox 98% de similitud con una 
carbenicilinasa mediada  por plásmidos 
específica de P.aeruginosa PSE4 
AY079169 2002 aac(6´)-Ib - blaoxa-2 - orfD bla CTX-M-2 plásmido pMAR12 
AY677093 2004 aadA1 
 Aislamiento con multirresistencia mediada por 
plásmidos, aislada de carne de pollo 
AY681136 2004 aadB - aadA2 
 Aislamiento con multirresistencia mediada por 
plásmidos, aislado de carne de pollo  
AB269788 2006 dfrA15 
 Aislamiento clínico con nueva variante de 
SGI1con 2 integrones de clase 1. 
AB269789 2006 blaP1  
DQ221761 2006 dfrA1 - aadA1a 
 Aislamiento proveniente de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520936 2006 dfrA15 
 Aislamiento proveniente de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520937 2006 aacC5 - aadA7 
 Aislamiento provenientes de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520938 2006 estX 
 Aislamiento provenientes de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520939 2006 aadB - aadA2 
 Aislamiento proveniente de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520940 2006 estX - smr2 - aadA1a 
 Aislamiento proveniente de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
DQ520941 2006 orf1 - cat - aadA1a 
 Aislamiento proveniente de hisopados de cloaca 
de gaviotas (reserva natural NE de Italia) 
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Nº de acceso Año Cassettes en la VR-1 Genes en 
la VR-2 
Comentarios 
DQ322594 2006 aadA2  Malasia 
EF093146 2006* blaVIM-1 – dfrA - aadA1 
 Aislamiento recuprado de meningitis nosocomial 
secundaria a trauma cráneo-espinal 
EU006710 2007 dfrA1 - orfC  Integrón clase 1, en variante de SGI1 (SGI1-O) 
aislado en China. 
 
Integrón de clase 1, no asociado con SGI1, en 
idem cepa EU006710 
EU006711  2007 blaPSE1 - aadA2 
 
EU259884  2008 
blaTEM-1 - aac(6´)-Ib - 
aadB - dfrA1 - orfC, 
blaVEB-6 
 Rmtc 16S rRNA y blaVEB-6  en Australia. Integrón 
de clase 1 con una estructura compleja que 
incluye a VEB-6, no es integron complejo. 
EU851865 2008 aacC1 
 Aislamiento hospitalario resistente a gentamicina 
Portugal. No publicado. 
EU860402 2008 dfrA7  
 Aislamiento hospitalario resistente a 
trimetoprima .Portugal. No publicado 
GQ891753 2009 dfrA12 - aadA2 
qnrA1-
AmpR 
Cepa de aguas residuales cercanas al 
hospital.China. No publicado 
GU724870 2010 
blaVIM-1 - aacA7 - dfrA1 - 
aadA1 
 Paciente colonizado con 6 cepas distintas 
productoras de carbapenemasas clase A y B  
 
HM106447 2010 dfrA12 - orfF - aadA2 
 Integrón de clase 1 con arreglo de genes cassettes 
encontrados por primera vez en esta especie. 
Aislamiento clínico. IH, China 
HM106454 2010 dfrA12 - orfF - aadA2 
 Integrón de clase 1en aislamiento clínico 
multiresistente. IH.China 
HM750249 2010 blaVIM-25 - aacA7 
 P. mirabilis que alberga plásmido P13,con 
integrón clase 1, con blaVIM-25 y aacA7.(INDIA)  
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Nº de acceso Año Cassettes en la VR-1 Genes en 
la VR-2 
Comentarios 
HQ880252 2011 dfrA1 - orfF 
 Cepa, procedente de aislamiento clínico no 
especificado, Idem hosp HM106447/454. 
China, fuente no mencionada 
HQ880253 2011 dfrA12 - orfF - aadA2 
 Cepa, procedente de aislamiento clínico no 
especificado, Idem hosp HM106454/447. 
China, fuente no mencionada 
HQ880254 2011 aadA2 
 Cepa, procedente de aislamiento clínico no 
especificado, Idem hosp HM106454/447. 
China, fuente no mencionada 
HQ888851 2011 aac(6´)-Ib – aadB - dfrA1 
blaVEB-6-
qnrA1 
Nueva variante de Isla genómica de Salmonella 
(SGI1-V) en aislamiento clínico en Francia. 
JQ690541 2012 
blaVIM-1 - aacA7 - dfrA1 - 
aadA1 
 Plásmido que codifica VEB-1 y VIM-1 .VEB Se 
encuentra en la VR de un integron que fue 
invadida por IS donde no se puede observar intI1 
JX121641 2013 
aacCA5 - aadA7, 
dfrA15, 
blaPSE-1 
  (SGI1) en aislamientos clínicos de P. mirabilis 
Dijon, France/ blaPSE-1está dentro de integrón no 
funcional,intI1está invadida por groEl 
(*) cepa aislada en 2003 
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 P. mirabilis es uno de los miembros de la familia Enterobacteriaceae más sensibles 
a antibióticos, debido entre otras causas, a la ausencia de β-lactamasas cromosómicas. La 
resistencia en esta especie se debe fundamentalmente a la adquisición de β-lactamasas 
plasmídicas. El aislamiento de cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generación se 
ha ido incrementando, alcanzando un 18% en esta especie en Argentina (Rodriguez C. y 
col., 2005; Pasterán F. y col., 2000).  
 En el estudio de Rodriguez C. y col (2005), de las 87 cepas de Proteus spp. 
estudiadas, 47 (54%) fueron sensibles a todos los antibióticos β-lactámicos utilizados; 24 
(28%) fueron sólo resistentes a las aminopenicilinas y cefalosporinas de primera 
generación, y 16 (18%) resultaron resistentes a alguna de las cefalosporinas de tercera 
generación ensayadas. Las enzimas de espectro extendido más frecuentemente halladas en 
P. mirabilis, en Estados Unidos y Europa son derivadas de enzimas tipo TEM, como TEM-
3, TEM-10 y TEM-26, siendo la más frecuente TEM-1. En cambio en Argentina, las 
enzimas del tipo CTX-M-2 son prevalentes en esta especie (Quiroga, M. P. y col., 2013; 
Rodriguez C. y col., 2005; Pasterán F. y col., 2000), así como también es posible aislar 
PER-2. De hecho, el primer aislamiento productor de PER-2 en nuestro país fue 
identificado en una cepa de P. mirabilis en la década del ´90 (Rodriguez C.y col, 2005). 
Más recientemente, en Israel entre abril del 2000 y enero del 2001, se ha descripto por 
primera vez la presencia de CTX-M-2 en cepas de P. mirabilis de origen hospitalario, 
excluyendo aislamientos urinarios (Morlote M.M. y col., 2003)  
 En un relevamiento de enterobacterias de la red WHONET del año 2007, de un total 
de 2663 Proteus spp., el 28% presentaron resistencia a cefalosporinas de tercera generación 
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y dentro de estos, considerando solo los aislamientos intrahospitalarios, el 41% (n=534) 
presentaron resistencia a las mismas, no especificándose los datos por especie. 
(http://www.whonet.org/DNN/). 
 El análisis de los datos de pacientes internados en los años 2006 – 2007 del Sistema 
informático de Resistencia (SIR) (SADEBAC-AAM) en Argentina, muestra en dos cortes 
de prevalencia en pacientes internados que los porcentajes de resistencia de P. mirabilis a 
ampicilina fueron de 61% (n=174) y 72% (n=110), respectivamente, donde los porcentajes 
de resistencia a las cefalosporinas de tercera generación fueron: resistencia a Ctx 24% en 
2006 (n=174) y 34% en 2007 (n=110) y la resistencia a Caz 11% en ambos años (n=174, 
n=110). En este análisis también se evaluó la resistencia a aminoglucósidos en P. mirabilis. 
Así se encontró en los cortes de prevalencia realizados, un porcentaje de resistencia a 
gentamicina de 36% en 2006 (n=174) y de 32% en 2007 (n=110) y los porcentajes de 
resistencia a amikacina fueron 4% y 6%, respectivamente. 
 Los resultados obtenidos del análisis de los 35 aislamientos estudiados en esta tesis 
correspondientes al período 1993-2008, están en concordancia con los datos publicados 
respecto al incremento del nivel de resistencia a β-lactámicos en esta especie, ya que un 
48,57% (17/35) de nuestros aislamientos mostró resistencia a cefalosporinas de tercera 
generación. Sin embargo, existen ciertas diferencias en los porcentajes de resistencia a 
aminoglucósidos encontrados en nuestros aislamientos, sobre todo a amikacina donde 
detectamos un 91,43% (32/35) de resistencia, respecto a los datos presentados en el SIR 
2006-2007 donde en esos años observaron un 4 % y 6% de resistencia, respectivamente. 
Estas discrepancias podrían deberse a diferencias en la utilización de amikacina o 
gentamicina y por lo tanto a variaciones en la presión de selección de resistencias hacia 
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estos antimicrobianos en los diferentes nosocomios de donde provienen los aislamientos 
analizados. 
 En este trabajo encontramos una elevada frecuencia de integrones de clase 1 (100%, 
35/35) en la colección de P. mirabilis provenientes de aislamientos clínicos y resistentes a 
dos o más familias de antimicrobianos. Del total de estos integrones de clase 1, 48,57% 
(17/35) fueron integrones complejos. En un estudio realizado por  Arduino S. y col en el 
2003, se analizaron 130 aislamientos de los cuales 100 eran bacilos Gram negativos que 
abarcaban tanto miembros de la familia Enterobacteriaceae, como Bacilos Gram negativos 
no fermentadores. De éstos, 35/100 albergaban integrones complejos clase 1 con el gen 
blaCTX-M-2 en la VR-2, de los cuales 12/35 eran P. mirabilis. De las cepas que no portaban 
el gen blaCTX- M-2 (65/100), todos tenían al menos un integrón de clase 1, entre éstos, 2/65 
eran P. mirabilis (Arduino S. y col., 2003). En nuestro estudio, los 35 aislamientos de P. 
mirabilis analizados presentan todos al menos un integrón de clase 1 y algunas cepas 
presentan más de uno. Así tenemos que: 13 (37,14%) albergan un solo integrón de clase 1; 
14 (40%) de los aislamientos presentan 2 integrones de clase 1; 7 (20%) presentan 3 
integrones de clase 1, 1 (2,86%) presenta 4 integrones de clase 1. Y 2 (2,71%) de las cepas 
presentan intI1, sin arreglos de cassettes en la zona variable. En un estudio realizado en el 
período 2008-2009 en China, Wu y col (2012) encontraron que de 10/34 aislamientos de P. 
mirabilis que tenían intI1, solamente 7 poseían 1 integrón de clase 1 con arreglos de genes 
cassettes en la zona variable, mientras que las 3 cepas restantes sólo presentaban intI1 sin 
genes cassettes en la zona variable. Las razones principales de no detectarse genes cassettes 
en la zona variable según ellos mismos describen podrían ser: defectos o mutaciones en la 
zona 3´CS, o arreglos de genes cassettes nuevos, complejos o inusuales integrones de clase 
1 o que la zona variable sea demasiado extensa para ser amplificada (Wu y col., 2012). Hoy 
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en día es sabido que existe otra posibilidad además de las detalladas, que corresponde a 
integrones que presentan parte de los genes de la transposición del transposón Tn402 en 
lugar de la región 3´-CS (Stokes y col., 2006; Sajjad, A. y col., 2011) tal como también se 
ha encontrado en estudios previos de nuestro laboratorio (Vilacoba y col., 2014). 
 En nuestro estudio encontramos un total 64 integrones de clase 1 en los 35 
aislamientos, entre los que se distinguieron 12 arreglos de genes cassettes diferentes en su 
zona variable, que incluyen la combinación de 9 genes cassettes, 8 de los cuales 
corresponden a genes de resistencia a antimicrobianos. Las combinaciones de cassettes 
aac(6´)-Ib – blaOXA-2 - orfD (74,29%), aadB - aadA1 (20%), aac(6´)-Ib - aadA1 (11,43%), 
aac(6´)-Ib (8,5%), encontrados en estos aislamientos de P. mirabilis estudiados, fueron 
también descriptos en integrones de clase 1 de otros aislamientos clínicos de Argentina, 
correspondientes a otras enterobacterias además de P. mirabilis. Así aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - 
orfD fue descripta en Morganella morganii, Vibrio cholerae, Salmonella spp, Salmonella 
Infantis (Arduino, S. y col., 2003; Power y col., 2005; Soler Bistue y col., 2006; Orman, B. 
y col., 2002; Di Conza, J., 2002); aac(6´)-Ib - aadA1 fue descripta en Citrobacter freudii, 
E. cloacae, S. maltophilia (Di Conza J.A. y Gutkind G.O., 2010; Quiroga, M.P. y col., 
2007; Arduino y col., 2003; Barbolla y col., 2004) y aadB - aadA1 y aac(6´)-Ib en especies 
no especificadas de enterobacterias (Arduino y col., 2003). En el estudio anteriormente 
citado, realizado entre enero 2008 a diciembre del 2009 por Wu y col  (2012) en China, 
evaluando la presencia de integrones de clase 1 en 1447 aislamientos de bacterias Gram 
negativas multirresistentes, provenientes de diversas muestras clínicas de pacientes 
internados, de 825 que tenían integrones de clase 1 (825/1447), 10 (10/34) eran P. 
mirabilis, 7 de los cuales (7/10) presentaban 3 arreglos distintos de genes cassettes en su 
zona variable, que incluían 4 genes cassettes: aadA2, drfA1 - orfF y dfrA12 - orfF - aadA2, 
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donde este último arreglo fue encontrado por primera vez en esta especie (AN: HQ880254, 
HM106447, HQ880252, respectivamente; Tabla 5.3a). Estos arreglos de genes cassettes no 
fueron encontrados en los 35 aislamientos analizados en nuestro estudio.  
 Nuestro estudio parece indicar que intI1 es frecuente en P. mirabilis en Argentina 
(35/35). En China Wu y col (2012), en un período de 2 años, encontraron intI1 en 10/34 
cepas de P. mirabilis, y en un grupo de cepas estudiadas en Francia por Siebor E. y 
Neuwirth C. (2013) sólo se encontró intI1 en 7/66 cepas de esta especie. Aunque nuestros 
resultados parecen indicar que hay elevada frecuencia de integrones de clase 1 en esta 
especie en Argentina, se debería tomar un número mayor de aislamientos de cada año para 
confirmarlo. 
 Como ya se mencionó, del total de estos integrones de clase 1 encontrados en 
nuestros aislamientos de P. mirabilis, casi la mitad fueron integrones complejos. El arreglo 
de genes cassettes más frecuentemente encontrado en la VR-1 de éstos fue aac(6´)-Ib - 
blaOXA-2 - ofrD (52,94%) seguido por aadB - aadA1 (17,64%), aac(6´)-Ib y aac(6´)-Ib - 
aadA1 (11,76% para ambos). Este resultado está en concordancia con lo reportado por 
Arduino, S. y col. (2003), donde si bien los distintos arreglos de los genes cassettes de la 
VR-1 no fueron relacionados a la especie bacteriana, se encontró que aac(6´)-Ib - blaOXA-2 - 
ofrD fue el arreglo de genes cassettes más frecuente en los 35 aislamientos con blaCTX-M-2 
(74%). De igual forma, los otros arreglos tales como aadB - aadA1 (6%), aac(6´)-Ib y 
aac(6´)-Ib - aadA1 (3%), si bien en menor proporción a lo hallado en nuestros aislamientos, 
también fueron encontrados por Arduino y col.2003. En los aislamientos estudiados se 
encontró también aadB - aac(6´)-Ib (5,8%), el cual no fue encontrado en los aislamientos 
analizados en el estudio de Arduino y col. en el 2003 ni entre los mencionados por Di 
Conza J., Gutkind G. en el 2010.  
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 Como se mencionó al realizar un análisis bioinformático de la dispersión de 
integrones de clase 1 en P. mirabilis, se han publicado en la base de datos INTEGRALL 30 
aislamientos de P. mirabilis entre 1993 y 2013 con 34 integrones de clase 1 y 27 arreglos 
de arreglos de genes cassettes diferentes en su zona variable; dentro de los cuales 3 son 
integrones complejos y uno de estos fue publicado por Arduino S. y col en el 2002. Estos 
aislamientos publicados provenían de distintas fuentes tanto de reservorios animales (aves 
fundamentalmente), alimentos, como así también de muestras clínicas. 
 En los trabajos publicados sobre las cepas de P. mirabilis de origen clínico, estas 
presentaban resistencia a ampicilina y/o gentamicina y/o trimetoprima/sulfametoxazol, así 
como también presentaban resistencia a cefalosporinas de tercera generación, similar a 
nuestras cepas estudiadas (Tsakris, A. y col., 2007; Ahmed, A.M. y col., 2007; Boyd, D.A. 
y col., 2008; Falcone, M. y col., 2009; Siebor, E. y Neuwirth, C., 2011; Wu K. y col., 2012; 
Siebor, E. y Neuwirth, C., 2013). 
 Siebor, E. y Neuwirth, C. (2013), realizaron un estudio en un período de 6 meses 
entre 2011 y 2012 en Francia, sobre 220 aislamientos de P. mirabilis provenientes de 
diversas muestras clínicas, principalmente orina, pero también de sangre, esputo, tejido 
óseo y materia fecal. De 57/220 cepas seleccionadas por su fenotipo de resistencia a 
ampicilina y/o gentamicina y/o trimetopirma/sulfametoxazol, y 9 cepas de P. mirabilis con 
BLEE seleccionadas de una colección entre 2005-2012, se observó que 5/57 y 2/9 de las 
cepas de P. mirabilis con BLEE portaban integrones de clase 1, los cuales están 
mayormente asociados a resistencia antimicrobiana y también son llamados integrones 
móviles por estar asociados a transposones y plásmidos, estaban contenidos en islas 
genómicas de Salmonella (SGI1), así como también en algunas de sus variantes, las cuales 
parecen estar ampliamente distribuidas en P. mirabilis. Estos datos, muestran que estos 
Caracterización Molecular del los Integrones de clase 1 en Proteus mirabilis  
Bioq.M.A TURINA |  
 
67 
integrones de clase 1 pueden encontrarse también en islas genómicas en el cromosoma, con 
todas las posibles consecuencias que ello implica, de mayor diseminación de genes de 
resistencia así como también de cepas más virulentas como ya ha sido demostrado en otros 
géneros bacterianos. 
 Se ha observado en éstas cepas publicadas de P. mirabilis una amplia variedad de 
regiones de multirresistencia a antimicrobianos (MDR). Estas regiones, algunas de ellas 
ubicadas en integrones complejos clase 1, contienen una amplia variedad de genes cassettes 
que codifican para la resistencia a diferentes antimicrobianos y ya han sido descriptos en 
otros aislamientos tanto de P. mirabilis como de otras enterobacterias (Wu y col., 2012; 
Siebor, E. y Neuwirth, C., 2013). Estas MDR confieren resistencia no solamente a 
antimicrobianos más antiguos, los que no son ampliamente utilizados en infecciones 
severas, sino que también ponen en peligro la actividad de quinolonas, cefalosporinas de 
tercera generación así como también de los carbapenemes, como lo demuestra la presencia 
de los genes y genes cassettes qnrA1, blaCTX-M-2, blaVEB-6 y blaVIM-1, en éstos aislamientos 
publicados (Tsakris, A. y col., 2007; Siebor, E. y Neuwirth, C., 2011). 
 Además algunas de estas regiones de MDR son estructuralmente muy complejas y 
están compuestas por un mosaico de genes resultante de la combinación de integrones y 
transposones. Esta compleja estructura involucrada en estos rearreglos facilita la 
adquisición y/o movimiento de genes de resistencia a antimicrobianos. 
 Al comparar nuestros datos con lo publicado en INTEGRALL se puede observar 
que el 87,09% (29/30) de los aislamientos publicados poseen un integrón de clase 1, el 
6,67% (2/30) posee dos integrones de clase 1 y 3,33% (1/30) poseen tres integrones de 
clase 1. Algunos de los aislamientos publicados en INTEGRALL AN: AB269789 y 
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JX121641 tienen integrones no funcionales ya que presentan intI1 invadida por groEl, no 
habiendo esto sido detectado esto en nuestros aislamientos.  
 Algunos de los genes cassettes encontrados más frecuentemente entre nuestros 
aislamientos, como aac(6´)-Ib (88,57%), drfA1(42,86%) y aadB (40%); también se 
encuentran entre los más frecuentes en los aislamientos publicados en INTEGRALL, 
aunque en porcentajes diferentes: drfA1 (23,33%), aadB (13,33%) y aac(6´)-Ib (10%). 
Encontramos también entre nuestros aislamientos el gen cassette aacA7 (2,86%) en menor 
proporción a lo publicado en INTEGRALL (10%). Los demás genes cassettes publicados 
en INTEGRALL: aadA2 30% (9/30); drfA12 13,33% (4/30); aadA1a, drfA15, blaVIM-1, 
aadA1, aadA7, estX, blaPSE1 6,67% (2/30), aacCA5, aacC5, blaP2, blaCARB-9, blaOXA-2, drfA, 
blaP1, smr2, cat, blaTEM-1, aacC1, drfA7, blaVIM-25 3,33% (1/30), no fueron encontrados en 
nuestros 35 aislamientos. 
 Si bien los arreglos de genes cassettes correspondientes a la zona variable de los 
integrones de clase 1 aislados en otros países y publicados en INTEGRALL difieren de los 
encontrados en nuestros aislamientos, esto no afectaría en general el fenotipo de resistencia. 
La única excepción a ello sería la presencia de los genes cassettes blaVIM-1  y blaVIM-25 que 
codifican para la metalobetalactamasa VIM en algunos aislamientos (AN: EF093146 
meningitis nosocomial secundaria a trauma, Galani I. y col.,2007), GU724870 (paciente 
colonizado; Drieux L. y col., 2010.No publicado.), HM750249 (Kumarasamy, K. y 
Krishnan, P., 2010. No publicado) y JQ690541 (aislamiento recuperado de paciente 
internado, no se especifica tipo de muestra o sitio anatómico; Papagiannitsis C.C., 2012),. 
 Estos genes cassettes blaVIM-1 y blaVIM-25  no fueron encontrados en nuestros 
aislamientos de P. mirabilis. En Argentina de acuerdo a los datos publicados por el Servicio 
de Antimicrobianos ANLIS –INSTITUTO C. G. MALBRAN (antimicrobianos.com.ar) 
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(2005 - 2013) y Pagniez, G. y col 2006, esta carbapenemasa, metalo-β-lactamasa, sería 
prevalente hasta el momento en Pseudomonas aeruginosa, donde se encontraron los genes 
cassettes blaVIM-2  y blaVIM-11. Habiéndose encontrado también estas variantes de blaVIM  en 
coinfecciones con Enterobacter cloacae (hospital de agudos Dr. I Pirovano) (Gomez, S.A. 
y col., 2013). Se ha descripto también en Argentina la primera infección en humanos por 
Pseudomonas chlororaphis y grupo P. alcaliphila/oleovorans portadoras del gen blaVIM-2  
(Faccone, D. y col., 2013). 
 En un análisis realizado por Pasterán y col en el 2005, se encontró en una cepa de 
Pseudomonas aeruginosa portadora de una BLEE tipo Ges-1, una nueva variante de blaVIM 
-11, una bla VIM 2-like. Ambos genes cassettes blaVIM-2-like y blaGES-1-like fueron encontrados 
como primer cassette de dos integrones clase 1 diferentes. Esto podría hacer suponer dada 
la ubicuidad y alta frecuencia de Pseudomonas aeruginosa en las unidades de terapia 
intensiva y otras unidades críticas de nuestros hospitales que sólo es cuestión de tiempo 
para que éstas enzimas sean transferidas por THG a otras especies de bacilos Gram 
negativos y puedan así ser encontradas en otras enterobacterias como P. mirabilis, cuya 
presencia está aumentando en dichas unidades críticas por la elevada utilización de colistín, 
ya que P. mirabilis es resistente natural a este antimicrobiano. De hecho en el Hospital 
general de Agudos Dr. Ignacio Pirovano, se produjo un hallazgo casual de un Enterobacter 
cloacae portador de blaVIM-2, dentro de un integrón de clase 1 con un nuevo arreglo de 
genes cassettes blaVIM-2 - aac(6’)-Ib - aacA5, en un screening para portación de KPC 
(Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa KPC). Siendo hasta la fecha según 
concluye el análisis de Gomez y col en el 2013 Enterobacter cloacae la especie preferida 
de bacilo Gram negativo para portar y diseminar horizontalmente metalo-β-lactamasas 
(MBLS) similares a blaVIM en diversas estructuras de integrones de clase 1. 
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 Se encontró en esta colección de P. mirabilis provenientes de aislamientos clínicos una 
elevada frecuencia de integrones de clase 1 35/35 (100%) confirmando la hipótesis 
planteada y se detectó a ISCR1 en 17/35 (48,57%) de los mismos. 
 Se encontró en total 64 integrones de clase 1 en los 35 aislamientos, entre los que se 
distinguieron 12 arreglos de genes cassettes diferentes en su zona variable, que incluyen la 
combinación de 9 cassettes, 8 de los cuales corresponden a genes de resistencia a 
antimicrobianos que codifican para la resistencia a antibióticos β-lactámicos, 
aminoglucósidos, trimetoprima y cloranfenicol. 
 El integrón de clase 1 más frecuente fue In35, detectado en el 71,43% de los aislamientos. 
 Dentro de los integrones de clase 1 complejos, In35::ISCR1::blaCTX–M-2 fue el más 
frecuente, presente en el 52,94% (9/17) de los aislamientos con BLEE. 
 Los hallazgos a nivel molecular confirman lo evidenciado por el fenotipo de resistencia ya 
que el 48,57% del total de los aislamientos resultó ser resistente a ceftazidima, cefotaxima y 
cefepime. En estas cepas el análisis de la cartografía por PCR y secuenciación de la VR-2 
de los integrones de clase 1 complejos, evidenció la presencia de la BLEE blaCTX–M-2. 
 En ninguno de los aislamientos se detectó resistencia a los carbapenemes. 
 La presencia de integrones de clase 1 es importante para la resistencia a los 
aminoglucósidos encontrada en nuestros aislamientos: 
i) La resistencia a gentamicina fue del 31,43% mientras que el 17,14% de los aislamientos 
presentó sensibilidad intermedia. Se encontró un único gen cassette de resistencia a 
gentamicina, aadB, presente en el 40% de los aislamientos.  
Caracterización Molecular del los Integrones de clase 1 en Proteus mirabilis  
Bioq.M.A TURINA |  
 
71 
ii) La resistencia a amikacina fue del 91,43%, mientras que el 2,86% de los aislamientos 
presentó sensibilidad intermedia. Se encontraron 3 genes cassettes de resistencia a este 
aminoglicósido: aac(6´)-Ib (88,57%), aacA7 (2,86%) y aac(6’)-Iq (2,86%). 
 Respecto a la resistencia a quinolonas fluoradas, ésta se encuentra relacionada con el uso de 
las mismas en un país o región; ciertamente la resistencia es mayor en las cepas de origen 
intrahospitalario, pero el uso indiscriminado en la comunidad está elevando los porcentajes 
de resistencia en Latinoamérica. 
 La resistencia en estos aislamientos donde no se detectaron qnr y/o aac(6´)-Ib–cr puede ser 
debida a: alteraciones del sitio blanco por mutaciones puntuales en la región Quinolone 
Resistance Determinig Region (QRDR), por disminución de la concentración 
citoplasmática de la droga, ya sea por reducción de la permeabilidad por deficiencia en las 
porinas OmpF, OmpC, o por eflujo familia RND. Otra posibilidad dado el alto porcentaje 
de resistencia acompañante de aminoglucósidos en estos aislamientos es que haya 
asociadas enzimas rmtB (metilasa ARNr 16S), que están en la misma plataforma genética 
que QepA, pero que no fueron objeto de este estudio y no fueron detectadas en estos 
aislamientos. 
 El 91,43% (32/35) de los aislamientos fue resistente a Tms, de los cuales solamente 15/35 
(42,86%) presentaba el gen cassette dfrA1. Este nivel de resistencia es algo importante a 
tener en cuenta dado que Tms es una opción terapéutica para los tratamientos por vía oral. 
 En los aislamientos estudiados correspondientes al período 1993-2008 aunque la cantidad 
de integrones por cepa no aumenta a lo largo del tiempo con respecto a los primeros 
aislamientos, se observa una tendencia a aumentar el número de familias de 
antimicrobianos a los que estos aislamientos presentan resistencia. Y el número de familias 
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de antimicrobianos a los que cada cepa es resistente parece depender, como previamente se 
mencionó, de los genes cassettes que conforman la estructura del integrón más que del 
número de integrones contenidos en la cepa, ya que tenemos 9 cepas que contienen un solo 
integrón que presentan resistencia a 4 familias de antimicrobianos, donde 8 de las cuales 
presentan integrones de clase 1 complejos. 
 Nuestros resultados y los datos publicados en INTEGRALL, muestran una vez más que la 
THG y junto a ella la resistencia a múltiples familias de antimicrobianos ya no es 
patrimonio de ciertas cepas en particular. Y si bien la evaluación del entorno genético de 
los integrones de clase 1 encontrados en los 35 aislamientos evaluados no fue el objetivo de 
nuestro estudio, se ha visto que P. mirabilis es una especie bacteriana que podría ser 
considerada un importante hospedador de islas genómicas tales como islas genómicas de 
Salmonella (SGI1) y sus variantes o Islas Genómicas de Proteus (PGI1). Estas islas son 
elementos integrativos cromosómicos de portan integrones de clase 1. Las posibles 
consecuencias que ello implica son una  mayor diseminación de genes de resistencia así 
como también de cepas más virulentas como se ha demostrado previamente. 
 En nuestros aislamientos no han sido detectados genes y genes cassettes como blaVEB, 
blaVIM o qnr. Pero se debería prestar especial atención para su detección a los pacientes con 
fallas de tratamiento o mala evolución clínica. 
 Los aislamientos estudiados corresponden a infecciones intrahospitalarias y 
aproximadamente la mitad de las cepas de los años 1993 y 1994 proceden de pacientes 
sometidos a diálisis y en concordancia con los resultados del análisis multivariado de 
Tumbarello y col. 2012, se confirmaría la asociación histórica entre el contacto previo con 
el sistema de cuidado de salud, ya sea éste hospital de día, geriátricos, internación en 
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hospital de agudos y/o con la utilización de oxymino cefalosporinas y quinolonas fluoradas, 
con el aislamiento y diseminación de P. mirabilis multirresistente. 
 La exposición a piperacilina-tazobactam y el uso de cefalosporinas han sido identificados 
como un factor de riesgo para el paciente, para la posterior colonización/infección del 
mismo por  P. mirabilis multirresistente en las unidades de cuidados intensivos. 
 Las bacterias Gram negativas y P. mirabilis en particular, son reconocidas por su habilidad 
de colonizar en forma persistente el tracto gastrointestinal de pacientes tratados con 
antimicrobianos, lo cual erradica las bacterias susceptibles y modifica la resistencia de la 
microbiota del huésped. De este modo, un microorganismo resistente a múltiples drogas 
puede estar más sujeto a selección, por la utilización de uno de estos antimicrobianos. Y su 
efecto negativo sobre la microbiota normal también puede incrementar la vulnerabilidad del 
huésped a ser colonizado por nuevas cepas, elevando así el riesgo de colonización por 
cepas resistentes.  
 La rápida identificación del microorganismo infectante y su sensibilidad antimicrobiana in 
vitro deben ser la prioridad de los laboratorios de microbiología, los cuales deberían llevar 
estrictas estadísticas de vigilancia de resistencia y epidemiológicas en los propios 
nosocomios, a fin de que los tratamientos empíricos iniciales sean los adecuados según la 
prevalencia de resistencia en el lugar, para posteriormente desescalar o no el tratamiento 
empírico adecuándolo al antibiograma de cada aislamiento y paciente en particular.  
 Se debe además tener muy en cuenta, los datos epidemiológicos del paciente a la hora de 
elaborar los protocolos de dichos tratamientos empíricos iniciales. Ya que el reciente 
contacto hospitalario, sean internaciones prolongadas, hospitales de día, geriátricos, 
estudios invasivos entre otros, así como tratamientos con quinolonas fluoradas y oxymino 
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cefalosporinas hacen que se deba considerar como más probable la posibilidad de que el 
microorganismo causante de la infección sea multirresistente. 
 Así pues la información que otorgan los resultados obtenidos, si bien en un número 
limitado de cepas deberían ser tenidos en cuenta para mejorar la eficacia de los tratamientos 
empíricos iniciales, pero también para asegurar que serán tomadas conductas de control de 
infecciones, rápidas y efectivas, para prevenir la diseminación de estas cepas 
multirresistentes en el ambiente hospitalario y su posterior diseminación en la comunidad. 
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 Según datos publicados por el C.D.C. ocurren en EEUU 90.0000 muertes por año 
debidas a infecciones intrahospitalarias. En los últimos años se habla de evolución 
moderna, donde no sólo entran en juego las mutaciones como importante mecanismo 
genético para evolucionar y hacer a las bacterias resistentes a los antimicrobianos, sino que 
además se han puesto en evidencia otros mecanismos como la Transferencia Horizontal 
Genética (THG), el cual es un mecanismo complejo, multifactorial, e importante en la 
evolución de distintos organismos. La resistencia a los antimicrobianos es el mejor ejemplo 
del proceso de presión-selección y adaptación genómica y fenotípica basada en la THG, ya 
que aproximadamente el 80% de las resistencias son debidas a este mecanismo. Hacia 
1980, se observaron elementos genéticos asociados a la adquisición y pérdida de genes, los 
que fueron identificados como integrones. La definición actual de integrón define al 
integrón como un elemento que contiene los determinantes genéticos para mediar la 
recombinación sitio-específica, siendo capaz de reconocer y capturar genes cassettes 
móviles, muchos de los cuales codifican determinantes de resistencia a antibióticos. 
 Nuestro objetivo es conocer la frecuencia de integrones de clase 1 y los arreglos de 
genes cassettes en P. mirabilis así como también la evolución, a lo largo de 15 años en una 
colección de cepas no relacionadas epidemiológicamente que presentan al menos 
resistencia a dos familias de antimicrobianos. 
 Se realizó el estudio en 35 aislamientos no relacionados epidemiológicamente de P. 
mirabilis provenientes de cinco nosocomios de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y de 
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la Provincia de Buenos Aires, aislados entre los años 1993-2008. El criterio de selección 
utilizado fue que los aislamientos debían ser resistentes al menos a dos familias de 
antimicrobianos. Se determinó la susceptibilidad de los aislamientos en estudio a once 
antimicrobianos de relevancia clínica por el método de difusión en agar de acuerdo a las 
guías del National Committee for Clinical Laboratory Standars (CLSI, 2013). Para realizar 
la caracterización de los integrones de clase 1 se llevó a cabo cartografía por PCR, 
utilizando distintas combinaciones de cebadores a fin de caracterizar la estructura y el 
contenido de genes cassettes en la zona variable. 
 El 91,43% de los aislamientos fue resistente a ampicilina. La resistencia a 
ceftazidima, cefotaxima y cefepime se evidenció en el 48,57% del total de los aislamientos, 
los cuales todos presentaban fenotipo de β-lactamasa de espectro extendido (BLEE) tipo 
CTX-M-2. El 100% de los aislamientos fueron sensibles a carbapenemes. El 31,43% de los 
aislamientos fue resistente a gentamicina, mientras que el 17,14% presentó sensibilidad 
intermedia. La resistencia a amikacina se manifestó en el 91,43% de los aislamientos, el 
2,86% presentó sensibilidad intermedia. La resistencia a ciprofloxacina y ácido nalidíxico 
en los aislamientos estudiados fue de 54,29% y 62,86%, respectivamente. El porcentaje de 
resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol de los mismos fue de 91,43%. 
 Se encontró integrones de clase 1 en 35/35 (100%) de los aislamientos, y se detectó 
a ISCR1 en 17/35 (48,57%) de los mismos. Se encontraron en total 64 integrones de clase 1 
en los 35 aislamientos, entre los que se distinguieron 12 arreglos de genes cassettes 
diferentes en su zona variable, que incluyen la combinación de 9 genes cassettes, 8 de los 
cuales corresponden a genes de resistencia a antimicrobianos. El arreglo de genes cassettes 
más frecuente en los 35 aislamientos evaluados fue aac(6’)-Ib- blaOXA-2-orfD, tanto en los 
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integrones clase 1 complejos y no complejos, correspondiente a In35. Al relacionar los 
arreglos de genes cassettes de los integrones de clase 1 con los resultados de sensibilidad a 
los antimicrobianos ensayados, se observa que todos los aislamientos resistentes a 
ceftazidima, cefotaxima y cefepime 17/35 (48,57%), tienen integrones de clase 1 complejos 
que albergan a ISCR1 con el gen blaCTX–M-2 en la VR-2. 
 Al realizar un estudio bioinformático, observamos que en un período de 20 años 
(1993-2013) se publicaron 30 aislamientos de P. mirabilis con integrones de clase 1 en la 
base de datos INTEGRALL, dentro de los cuales 3 son integrones de clase 1 complejos. 
Estos integrones se encuentran formando parte de otras estructuras como islas genómicas, 
plásmidos y transposones. En ellos se encontraron 34 integrones de clase 1, con 27 arreglos 
de genes cassettes diferentes en su zona variable, que incluyen la combinación de 29 genes 
cassettes, de los cuales 25 corresponden a genes de resistencia a antimicrobianos. 
 Se encontró en esta colección de P mirabilis provenientes de aislamientos clínicos 
una elevada frecuencia de integrones de clase 1 35/35 (100%) y se detectó a ISCR1, en 
17/35 (48,57%) de los mismos. Dentro de los integrones de clase 1 complejos, 
In35::ISCR1:: blaCTX–M-2 fue el más frecuente. 
 En los aislamientos estudiados correspondientes al período 1993-2008 aunque la 
cantidad de integrones por cepa no aumenta a lo largo del tiempo con respecto a los 
primeros aislamientos, se observa una tendencia a aumentar el número de familias de 
antimicrobianos a los que estos aislamientos presentan resistencia. Además, el número de 
familias de antimicrobianos a los que cada cepa es resistente depende de los genes cassettes 
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que conforman la estructura del integrón más que del número de integrones contenidos en 
la cepa. 
 Nuestros resultados muestran una vez más que la THG, y junto a ella, la resistencia 
a múltiples familias de antimicrobianos ya no es patrimonio de ciertas cepas en particular. 
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